Charakterisierung von Pflanzenlektinen bezüglich ihrer Eignung zur Anreicherung von Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis aus Milch by Hobmaier, Bernhard Franz
 
 
 
 
 
Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwürde der 
Tierärztlichen Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität München 
 
 
 
 
 
 
 
Charakterisierung von Pflanzenlektinen bezüglich ihrer 
Eignung zur Anreicherung von Mycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis aus Milch 
 
 
 
 
 
 
 
von Bernhard Franz Hobmaier 
aus Moosburg an der Isar 
 
 
München 2020 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aus dem Veterinärwissenschaftlichen Department der Tierärztlichen Fakultät der 
Ludwig-Maximilians-Universität München 
 
 
Lehrstuhl für Physiologie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Arbeit angefertigt unter der Leitung von  
Univ.-Prof. Dr. Cornelia A. Deeg 
 
 
 
 
 
 
 
Gedruckt mit Genehmigung der Tierärztlichen Fakultät  
der Ludwig-Maximilians-Universität München 
 
 
 
 
 
 
Dekan:   Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D 
 
 
Berichterstatter:  Univ.-Prof. Dr. Cornelia A. Deeg 
 
 
Korreferent/en:  Prof. Dr. Herbert Kaltner 
     Priv.-Doz. Dr. Andrea Stockmaier-Didier 
     Univ.-Prof. Dr. Heidrun Potschka 
     Priv.-Doz. Dr. Monika Rinder 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag der Promotion: 08. Februar 2020 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Meiner Familie 
 
 
Inhaltsverzeichnis 
 
 
 
1 EINLEITUNG ........................................................................................................... 1 
2 LITERATUR ............................................................................................................ 3 
2.1 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis .......................................... 3 
2.1.1 Taxonomie und Morphologie ...................................................................... 3 
2.1.2 Zellwand und Tenazität .............................................................................. 4 
2.1.3 Resistenz gegen Pasteurisierung ............................................................... 5 
2.2 Paratuberkulose .............................................................................................. 6 
2.2.1 Pathogenese .............................................................................................. 6 
2.2.2 Krankheitsverlauf (nach Whitlock und Buergelt 1996) ................................ 8 
2.3 MAP beim Menschen ...................................................................................... 9 
2.3.1 Wirtsspektrum ............................................................................................. 9 
2.3.2 MAP und Morbus Crohn ........................................................................... 10 
2.3.3 Beteiligung an anderen Erkrankungen des Menschen ............................. 13 
2.4 Mögliche Übertragungswege ....................................................................... 16 
2.4.1 MAP im Lebensmittel ................................................................................ 16 
2.5 Nachweisverfahren im Lebensmittel ........................................................... 17 
2.5.1 Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) ........................................ 17 
2.5.2 Kultur ........................................................................................................ 18 
2.5.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) ............................................................ 19 
2.5.4 Phagen Assay .......................................................................................... 20 
2.5.5 Vergleichende Evaluierung der verfügbaren Nachweismethoden ............ 21 
Inhaltsverzeichnis 
 
 
 
2.6 Spezifische Voranreicherung von MAP aus Milch ..................................... 22 
2.6.1 Immunomagnetische Separation (IMS) .................................................... 22 
2.6.2 Peptid-mediierte magnetische Separation (PMS) ..................................... 23 
2.6.3 Lektinmediierte magnetische Separation (LMS) ....................................... 23 
3 PUBLIKATION ...................................................................................................... 25 
5 DISKUSSION ........................................................................................................ 37 
6 ZUSAMMENFASSUNG ........................................................................................ 59 
7 SUMMARY ............................................................................................................ 61 
8 LITERATURVERZEICHNIS .................................................................................. 63 
DANKSAGUNG ....................................................................................................... 87 
 Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
Abb. Abbildung 
BfR Bundesinstitut für Risikobewertung 
DNA Desoxyribonukleinsäure (engl. Desoxyribonucleic acid) 
EEA Mit Ethanol extrahierte Membran-Antigene  
(engl. Ethanol extracted antigen) 
ELISA Enzyme linked Immunosorbent Assay 
ELLecSA Enzyme linked Lectin-sorbent assay 
Engl. Englisch 
FAO Ernährungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten 
Nationen (engl. Food and Agriculture Organization) 
Fig. Abbildung (engl. Figure) 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FLI Friedrich Löffler Institut 
Franz. Französisch 
GAD Glutamat-Dehydrogenase (engl. Glutamic acid dehydrogenase) 
GlcNAc N-Acetylglucosamin 
GMP Glykomakropeptid des Kappa-Kaseins 
GPL Glycopeptidolipid 
HEYM Herold's Egg Yolk Medium 
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
HPC Hexadecylpyridiniumchlorid  
HSP65 Heat Shock Protein 65 
HSP70 Heat Shock Protein 70 
HT Hashimoto-Thyreoiditis 
IBD Chronisch entzündliche Darmerkrankungen  
(engl. Inflammatory bowel diseases) 
IFNγ Interferon Gamma 
IL-12 Interleukin 12 
IL-1β Interleukin 1β 
IL-6 Interleukin 6 
IMS Immunomagnetische Separation 
ISO International Organization for Standardization 
LacNac N-Acetyllactosamin 
LMS Lektinmediierte magnetische Separation 
 Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
LPS Lipopolysaccharid 
M7H9 Middlebrook 7H9 Medium 
MAC Mycobacterium avium complex 
Man Mannose  
ManLAM Mannosyliertes Lipoarabinomannan 
MAP Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 
MBP Myelin Basic Protein 
MDBK-Zellen Zelllinie aus bovinen Nierenepithelzellen  
(engl. Madin-Darby bovine kidney epithelial cells) 
MFGM Milk fat globule membrane 
mJRLs Unterfamilie der Jacalinartigen Lektine  
(engl. Mannose-binding Jacalin-related lectins) 
MS Multiple Sklerose 
MTBC Mycobacterium tuberculosis complex 
NACMCF Gremium zur Beratung staatlicher Lebensmittelbehörden der USA 
(engl. National Advisory Committee of Microbiological Criteria for 
Foods) 
NO Stickstoffmonoxid 
nsGPL Nicht serotypspezifische Glycopeptidolipide 
OD Optische Dichte 
OIE Weltorganisation für Tiergesundheit  
(franz. Office International des Epizooties) 
PAMP Pathogen-assoziierte molekulare Muster  
(engl. Pathogen associated molecular patterns) 
PBMC Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes  
(engl. Peripheral blood mononuclear cells) 
PCR Polymerase Kettenreaktion  
(engl. Polymerase chain reaction) 
PMS Peptidmediierte magnetische Separation 
qPCR Quantitative PCR 
RA Rheumatoide Arthritis 
ssGPL Serotypspezifische Glycopeptidolipide 
T1D Typ 1 Diabetes 
T2D Typ 2 Diabetes 
 Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
Th1 Typ 1 T-Helferzellen 
Th2 Typ 2 T-Helferzellen 
TNF Tumornekrosefaktor 
WCA Mit Gammastrahlung abgetötete, intakte MAP-Zellen  
(engl. Whole cell antigen) 
WHO Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization) 
ZnT8 Zink Transporter 8 
  
  
Lektine:  
  
AAL Aleuria aurantia Lektin 
ABL Agaricus bisporus Lektin 
ACL Amaranthus caudatus Lektin 
BanLec Musa paradisiaca Lektin 
BPL Bauhinia purpurea Lektin 
ConA Concanavalin A  
DBA Dolichos biflorus Agglutinin 
DSL Datura stramonium Lektin 
ECL Erythrina cristagalli Lektin 
GNL Galanthus nivalis Lektin 
GSL-I Griffonia simplicifolia Lektin I 
GSL-I-B4 Griffonia simplicifolia Lektin I Isolektin B4 
GSL-II Griffonia simplicifolia Lektin II 
HHL Hippeastrum hybrid Lektin 
JAC Jacalin 
LCA Lens culinaris Agglutinin 
LEL Lycopersicon esculentum Lektin 
LTL  Lotus tetragonolobus Lektin 
MAL-II Maackia amurensis Lektin II 
MPL Maclura pomifera Lektin 
NPL Narcissus pseudonarcissus Lektin 
PHA-E Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin 
PHA-L Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin 
 Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
PNA Peanut Agglutinin 
PSA Pisum sativum Agglutinin 
PTL Psophocarpus tetragonolobus Lektin 
RCA-I Ricinus communis Agglutinin I 
SBA Soybean Agglutinin 
SJA Sophora japonica Agglutinin 
SNA Sambuccus nigra Agglutinin  
STL Solanum tuberosum Lectin 
sWGA succinyliertes Wheat germ Agglutinin 
UEA-I Ulex europaeus Agglutinin I 
VVA Vicia villosa Lektin 
WFA, WFL Wisteria floribunda Lektin 
WGA Wheat germ Agglutinin 
 Einleitung 
 
 
 
1 
1 EINLEITUNG 
 
Ein römisches Sprichwort besagt: „Prodest cautela plus quam postremo querela“, 
was im Deutschen so viel heißt wie „Vorsorge nützt mehr als die Klage hinterher“ 
oder auch „Vorsicht ist besser als Nachsicht“. Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis (MAP) ist ein Bakterium, für das dieser Ausspruch treffender nicht 
sein könnte. Der Erreger der Paratuberkulose des Rindes und anderer Wild- und 
Hauswiederkäuer steht schon seit Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts im 
Verdacht, an der Entstehung von Krankheiten des Menschen, insbesondere Morbus 
Crohn, beteiligt zu sein (Garvey, 2018). Auch heute noch ist die wissenschaftliche 
Beweislage uneindeutig und wird teilweise kontrovers diskutiert (Garvey, 2018; 
Robertson et al., 2017).  
Dabei ist vor allem der Konsum von Milch und Milchprodukten ein allgemein 
anerkannter Expositionsweg des Menschen, nicht zuletzt dadurch, dass eine 
Abtötung von MAP durch die Pasteurisierung nicht gewährleistet werden kann 
(Mullan, 2019).  
Da MAP wie die meisten Mykobakterien eine hohe Resistenz gegen gebräuchliche 
Antibiotika aufweist, ist eine Behandlung sehr schwierig (Brennanand Nikaido, 1995; 
Niederweis, 2003). Auch wenn nicht hundertprozentig erwiesen ist, dass MAP 
Morbus Crohn und andere Krankheiten des Menschen auslösen kann, gibt es doch 
starke Hinweise auf eine Korrelation, welche bislang nicht widerlegt werden konnten 
(Garvey, 2018; Robertson et al., 2017). Aufgrund dieser Unsicherheit bezüglich der 
Rolle von MAP als Pathogen für den Menschen herrscht unter Wissenschaftlern im 
Bereich Lebensmittelsicherheit ein allgemeiner Konsens, dass die Exposition des 
Menschen mit MAP vorsorglich möglichst minimiert werden sollte (Foddaiand Grant, 
2017). Dafür ist es notwendig, MAP im Lebensmittel schnell, sensitiv und spezifisch 
nachzuweisen. 
Etablierte Kontrollsysteme für die Sicherstellung der Hygiene von Konsummilch sind 
nicht in der Lage, eine Kontamination mit MAP zuverlässig festzustellen, vor allem, 
weil die Anzucht von MAP schwierig und langwierig ist und erst nach Ablauf mehrerer 
Wochen eine verlässliche Aussage getroffen werden kann (Cocito et al., 1994). 
Sensitivere und schnellere Methoden wie PCR können hingegen keine Aussage über 
die Viabilität der Bakterien und somit ihr infektiöses Potential treffen (Slana et al., 
2008). Über eine spezifische Voranreicherung von MAP aus Milch können sowohl 
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Sensitivität als auch Spezifität der eingesetzten Nachweismethoden erhöht werden 
(Foddai et al., 2010). Es ist bekannt, dass MAP über Glycostrukturen auf seiner 
Oberfläche mit Makrophagen und anderen Wirtszellen kommunizieren kann (Busatto 
et al., 2019). Diese Strukturen gelten als wesentlicher Pathogenitätsfaktor von MAP 
und müssen daher auf der Oberfläche von MAP für Interaktionen mit Rezeptoren 
zugänglich sein. Aus diesem Grund könnten sie als Ziel MAP-bindender Moleküle für 
die Voranreicherung von MAP infrage kommen. 
Das Ziel dieser Arbeit war es, eine Gruppe von 36 Pflanzenlektinen hinsichtlich ihrer 
Bindung an Glycostrukturen auf der Oberfläche von MAP und damit ihrer Eignung zur 
Entwicklung eines spezifischen und sensitiven Voranreicherungsverfahrens zu 
testen, das den Nachweis von MAP in Milch erleichtern und somit eine mögliche 
Aufnahme infektiöser Erreger durch den Menschen verhindern soll. 
 
 Literatur 
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2 LITERATUR 
2.1 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 
2.1.1 Taxonomie und Morphologie 
 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) ist ein obligat pathogenes 
Bakterium aus der Familie der Mycobacteriaceae und der Erreger der 
Paratuberkulose oder Johneschen Erkrankung beim Wiederkäuer (Twortand Ingram, 
1913; Twort et al., 1912). Mykobakterien sind aerobe, gram-positive, säurefeste 
Stäbchenbakterien mit einer dicken, wachsartigen Zellwand (van Winden et al., 
2019). Sie werden traditionell in verschiedene phänotypische Gruppen (Runyon-
Gruppen) unterteilt, abhängig von ihrer Wachstumsgeschwindigkeit, Pathogenität 
und Koloniemorphologie (Runyon, 1959). MAP wird dabei zu den langsam 
wachsenden, nicht photochromogenen Mykobakterien (Gruppe III) gezählt (Rogall et 
al., 1990). Nahe verwandte, langsam wachsende Mykobakterien sind unter anderem 
auch Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium bovis, die Erreger der 
Tuberkulose des Menschen bzw. des Rindes sowie Mycobacterium leprae, der 
Erreger der Lepra (Hessand Rambukkana, 2019; van Pittius et al., 2006; van Winden 
et al., 2019). Anders als der Name „Paratuberkulose“ vielleicht vermuten lässt, ist 
MAP aber nicht Teil des Mycobacterium tuberculosis Komplexes (MTBC), sondern 
wird genetisch dem Mycobacterium avium Komplex (MAC) zugeordnet (Thorel et al., 
1990). Dieser besteht neben MAP und Mycobacterium avium subsp. avium u.a. noch 
aus Mycobacterium avium subsp. silvaticum, Mycobacterium avium subsp. 
hominissuis und Mycobacterium intracellulare (Busatto et al., 2019). Diese 
Subspezies ähneln sich untereinander sehr stark und sind oft weder phänotypisch 
noch serologisch voneinander unterscheidbar (Busatto et al., 2019). Trotz dieser 
genetischen Verwandtschaft unterscheidet sich MAP doch in einigen Punkten 
deutlich von den anderen Vertretern des MAC: Eine Besonderheit von MAP ist sein 
extrem langsames Wachstum (Generationszeit in vitro ein bis mehrere Tage) 
(Elguezabal et al., 2011). Dieses Wachstum ist in vitro außerdem abhängig von der 
Zugabe eines Eisen-Chelators namens Mycobaktin, welchen andere Mykobakterien 
selbst synthetisieren und sich dadurch auch außerhalb ihres Wirtes vermehren 
können (Barclayand Ratledge, 1983).  
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2.1.2 Zellwand und Tenazität 
 
Bakterien der Gattung Mycobacterium zeichnen sich vor allem durch ihre besondere, 
lipidhaltige Zellwand aus, welche ihnen außerordentliche Widerstandsfähigkeit gegen 
Umwelteinflüsse, Desinfektionsmittel und antimikrobielle Wirkstoffe verleiht 
(Chiaradia et al., 2017). Der grundlegende Aufbau der Zellhülle ist für alle 
Mykobakterien gleich und stellt sich in drei großen Untereinheiten dar, der 
Außenschicht (outermost layer) oder Kapsel, der Zellwand und einer konventionellen 
Plasmamembran (Daffé et al., 2017). Die Zellwand lässt sich wiederum in ein inneres 
und ein äußeres Blatt unterteilen (Daffé et al., 2017). Das äußere Blatt besteht zum 
Großteil aus freien (d.h. nicht kovalent verankerten) Lipiden, wie Phospholipiden und 
Mycolaten mit Trehalose. Das innere Blatt hingegen zeigt den für Mykobakterien 
charakteristischen Aufbau aus langkettigen (bis C90) Fettsäuren, auch Mycolsäuren 
genannt, die mit Arabinogalactan verestert sind, welches seinerseits kovalent an 
Peptidoglycan gebunden ist (Daffé et al., 2017; Marrakchi et al., 2014). Diese Schicht 
ist für die hydrophoben Eigenschaften der Mykobakterien und ihre Säurefestigkeit 
essentiell (Chiaradia et al., 2017). Die äußerste Schicht der Mykobakterien ist 
gleichzeitig auch die variabelste und ist maßgeblich an deren Immunogenität und vor 
allem an deren Pathogenität beteiligt. So enthält die Kapsel von Mycobacterium 
avium und seinen Subspezies sogenannte Glycopeptidolipide (GPL), die als 
wesentlicher Pathogenitätsfaktor des MAC gelten (Busatto et al., 2019). Durch 
diesen charakteristischen, mehrschichtigen Zellwandaufbau sind Mykobakterien 
extrem resistent gegen Hitze, Kälte, UV-Strahlung und osmotischen Stress sowie 
gegen Behandlung mit Säuren und Laugen (Santos et al., 2015; Shin et al., 2008). 
Der hohe Grad an Hydrophobizität ihrer Zellwand führt zudem dazu, dass 
antimikrobielle Wirkstoffe nur schwer in die Zelle eindringen können, was 
Mykobakterien gegen die meisten herkömmlichen Antibiotika resistent macht 
(Brennanand Nikaido, 1995; Niederweis, 2003). Lipophilere Wirkstoffe, wie 
Makrolidantibiotika oder Tetrazykline, können leichter durch die Zellwand diffundieren 
(Brennanand Nikaido, 1995). Die Standardtherapie einer Infektion mit M. avium beim 
Menschen sieht daher eine Behandlung mit einem Makrolidantibiotikum wie 
Azithromycin oder Clarithromycin, in Kombination mit Ethambutol und Rifamycin, vor 
(Griffith et al., 2007). 
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2.1.3 Resistenz gegen Pasteurisierung 
 
Ursprünglich zur Unschädlichmachung von Mycobacterium tuberculosis entwickelt 
und später für die Inaktivierung von Coxiella burnetii angepasst, stellt die 
Pasteurisierung eine effektive Methode zu Erhaltung der öffentlichen Gesundheit dar 
(Juffsand Deeth, 2007). Nach den Vorgaben des Codex Alimentarius wird dabei 
jedes Partikel der Milch 15 Sekunden auf 72°C oder 30 Minuten auf 63°C erhitzt 
(FAO/WHO, 2004). Trotz dieser Hitzebehandlung werden immer wieder lebende 
MAP in pasteurisierten Milchprodukten gefunden, was zu der Diskussion führte, ob 
MAP womöglich die kommerzielle Pasteurisierung überleben kann (Chiodiniand 
Hermon-Taylor, 1993; Gerrard et al., 2018; Grant et al., 1999; Paolicchi et al., 2012). 
Theorien für ein solches Überleben besagen, dass die häufig beobachtete Tendenz 
von MAP, Zellklumpen zu bilden, zu einer heterogenen Verteilung der Bakterien in 
der Milch führt, welche die Abtötung durch Pasteurisierungsmaßnahmen 
beeinflussen kann (Grant et al., 2005). Eine weitere Möglichkeit ist, dass MAP in 
Milch intrazellulär in somatischen Zellen vorliegt und so vor der Pasteurisierung 
geschützt ist (Gerrard et al., 2018). Auch die Bildung einer sporenähnlichen, 
hitzeresistenten Form wird diskutiert (Lamont et al., 2012a). Kritiker dieser Theorien 
bringen dagegen an, dass viele Versuche zur Hitzeinaktivierung von MAP unter 
unzureichenden Bedingungen durchgeführt wurden und dass für aussagekräftige 
Ergebnisse industrielle Standards verwendet werden müssen (Durchflusserhitzung 
mit turbulenter Strömung und ausreichender Haltezeit) (Cerfand Griffiths, 2000; 
Condron et al., 2015). Mit dieser Methodik gibt es Studien, die eine Inaktivierung von 
MAP erreichen (Lynch et al., 2007; Rademaker et al., 2007), aber auch ein 
Überleben von MAP unter diesen Konditionen wird beschrieben (Grant et al., 2002). 
Da die Prävalenz von MAP in pasteurisierter Milch sehr gering ist, kommt auch eine 
nachträgliche Kontamination der bereits hitzebehandelten Milch oder Fehlfunktionen 
der technischen Anlagen in Frage (Robertson et al., 2017). Auch wenn bis dato nicht 
endgültig geklärt werden konnte, warum, so ist doch unumstößlich, dass lebende 
MAP nachweislich in pasteurisierter Milch und daraus hergestellten Produkten 
vorhanden sein können und somit durch den Menschen aufgenommen werden 
können (Mullan, 2019). 
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2.2 Paratuberkulose 
2.2.1 Pathogenese 
 
„The Johne‘s Disease causes death without estimation and is called a silent killer.“ 
(Eslami et al., 2019) 
In Anbetracht der schweren klinischen Symptome der Johneschen Erkrankung 
erscheint diese Aussage erst einmal schwer nachvollziehbar. An Paratuberkulose 
erkrankte Kühe sind oft bis aufs Skelett abgemagert, dehydriert und leiden an 
schwerem, chronischen Durchfall (FLI, 2018). Jedoch liegt die wahre Gefahr dieser 
Erkrankung tatsächlich im Verborgenen und zwar in ihrer extrem langen und 
symptomlosen Inkubationszeit. Während klinisch erkrankte Tiere meist im adulten 
Alter sind (zwischen drei und sechs Jahren), so haben sie sich in der Regel bereits 
im Kälberalter infiziert (Windsorand Whittington, 2010). Der Hauptübertragungsweg 
ist die fäkal-orale Aufnahme von MAP (McAloon et al., 2019). Kälber können aber 
auch bereits intrauterin oder aerogen über Stallstaub infiziert werden (Eisenberg et 
al., 2011; Whittingtonand Windsor, 2009). Im Ileum gelangen die Mykobakterien dann 
über Enterozyten oder die M-Zellen der Peyer’schen Platten in die Submucosa, wo 
sie von Makrophagen aufgenommen werden (Bermudez et al., 2010; Momotani et 
al., 1988). Zusätzlich beeinflusst MAP die Integrität der Darmschranke durch 
Schwächung der Tight-Junctions, wodurch weitere Erreger parazellulär eindringen 
können (Bannantineand Bermudez, 2013). Nach der Aufnahme in die Enterozyten 
löst MAP dort eine Ansäuerung des Endosoms aus, was zu einer Ausschüttung von 
Interleukin-1β (IL-1β) führt (Lamont et al., 2012b). Dadurch werden Makrophagen zur 
Eintrittsstelle gelockt, welche die eingedrungenen MAP phagozytieren (Lamont et al., 
2012b). Wie effektiv dieser Invasionsmechanismus ist, wird durch die 
Geschwindigkeit des Vorgangs deutlich. Bei einem Versuch zur artifiziellen Infektion 
von Kälbern, bei dem 10ml einer MAP Suspension mit 107-108 cfu/ml chirurgisch 
direkt ins Ileum der Kälber eingebracht wurden, konnten bereits eine Stunde nach 
der Inokulation MAP in den regionalen Lymphknoten nachgewiesen werden (Wu et 
al., 2007). Über die Interaktion von Glycopeptidolipiden (GPL) auf der Oberfläche von 
MAP mit Mannoserezeptoren der Makrophagen verhindert MAP dort die Bildung 
eines Phagolysosoms und kann so im Inneren der Makrophagen persistieren und 
sich dort vermehren (Shimada et al., 2006; Sweet et al., 2010). Im weiteren Verlauf 
unterdrückt MAP auch die proinflammatorische Immunantwort des Wirtes. So wurde 
 Literatur 
 
 
 
7 
eine unterdrückte Genexpression für inflammatorische Zytokine wie die Interleukine 
IL-1β, IL-6 und IL-12 sowie Interferon gamma (IFNγ) und Tumornekrosefaktor (TNF) 
nach MAP-Infektion nachgewiesen (Khare et al., 2012). Nach einer variablen 
Inkubationszeit kann eine erste Reaktion des Immunsystems auf die Infektion 
beobachtet werden. Diese auch als tuberkuloides Stadium bezeichnete Phase ist 
geprägt von einer zellmediierten Th1-Immunantwort mit IFNγ-mediierter Aktivierung 
von Makrophagen (Begg et al., 2018; Chiodini et al., 1984). Bovine PBMC 
(mononukleäre Zellen des peripheren Blutes) zeigten in vitro nach Aktivierung durch 
IFNγ erhöhte Produktion von NO (Stickstoffmonoxid) (Khalifeh et al., 2009), welches 
in Makrophagen eine wichtige Rolle in der Abtötung phagozytierter Erreger spielt 
(Chakravorttyand Hensel, 2003). Dabei ist die Intensität dieser IFNγ-Immunantwort 
entscheidend für den weiteren Verlauf der Erkrankung. So zeigten in einem 
Infektionsversuch Kälber mit niedriger IFNγ-Ausschüttung stärkere 
histopathologische Veränderungen als solche mit viel IFNγ, bei denen sogar in einem 
Fall eine Regression der histopathologischen Veränderungen und somit offenbar 
eine Elimination der Erkrankung möglich war (Begg et al., 2018). Im Anschluss an die 
tuberkuloide Phase der Infektion folgt ein Shift, hin zu einer Th2-vermittelten 
Immunantwort (Begg et al., 2018). Diese auch leproides Stadium genannte Phase 
zeichnet sich durch eine vornehmlich humorale Immunantwort mit der Bildung großer 
Mengen von Antikörpern aus (Begg et al., 2018; Stabel et al., 2011). Die 
zugrundeliegenden Mechanismen dieser Verlagerung des Schwerpunktes der 
Immunantwort sind komplex und konnten bislang nicht eindeutig geklärt werden 
(Koets et al., 2015). Die humorale Immunantwort ist allerdings nicht protektiv und 
verhindert nicht das Fortschreiten der Erkrankung und der pathologischen 
Veränderungen (Manningand Collins, 2001). Da gleichzeitig auch die protektive Th1-
Antwort abnimmt, kommt es zu einer schnellen Ausbreitung der Infektion im Wirt und 
Manifestation der klinischen Erkrankung (Stabel, 2000).  
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2.2.2 Krankheitsverlauf (nach Whitlock und Buergelt 1996) 
 
Traditionell wird der Verlauf der Johneschen Erkrankung in vier Stadien unterteilt 
(Whitlockand Buergelt, 1996): 
1: Stille Infektion 
2: Subklinische Infektion 
3: Klinische Erkrankung 
4: Fortgeschrittene klinische Erkrankung 
Die Anfangsphase der MAP-Infektion wird auch als „stille Infektion“ bezeichnet 
(Whitlockand Buergelt, 1996). In diesem Stadium hat MAP zwar bereits die 
Darmschranke durchbrochen und wurde von Makrophagen aufgenommen, eine 
messbare Immunreaktion auf die Infektion hat aber noch nicht stattgefunden (Begg 
et al., 2018). Die einzige Methode, die Erreger während dieser stillen Infektion 
nachzuweisen, ist über die histologische Untersuchung von Gewebeproben, vor 
allem, da ein Nachweis von MAP DNA oder gar lebenden MAP im Kot der Tiere in 
diesem Stadium auch das Resultat einer „passiven Ausscheidung“ sein kann, bei der 
oral aufgenommene MAP wieder mit dem Kot ausgeschieden werden, ohne das Tier 
zu infizieren (Begg et al., 2018). Im Anschluss an die stille Phase folgt der Übergang 
zu einer subklinischen Infektion. Subklinisch infizierte Tiere zeigen immer noch keine 
klinischen Symptome, haben aber unter Umständen Antikörper gegen MAP oder eine 
nachweisbare zelluläre Immunantwort (Whitlockand Buergelt, 1996). Eine 
Ausscheidung von MAP über Kot und Milch ist möglich, jedoch würde wegen der 
stark intermittierenden Ausscheidung der Erreger und der nur sporadischen 
Antikörperbildung ein großer Teil der Tiere bei einer serologischen Untersuchung 
oder einer kulturellen Kotuntersuchung nicht als positiv eingestuft und deshalb 
übersehen werden (Begg et al., 2018). Diese Tiere gelten als der größte Risikofaktor 
in der Übertragung der Erkrankung, da sie zwar infektiöse Erreger über Kot und Milch 
ausscheiden können, aber in der Regel nicht als Ausscheider erkannt werden 
(McKenna et al., 2006). Das dritte Stadium der Erkrankung, die klinische Infektion tritt 
nach einer Inkubationszeit von 2-10 Jahren auf (Whitlockand Buergelt, 1996). Diese 
Tiere zeigen bereits erste Anzeichen der Erkrankung, wie Abmagerung bei erhaltener 
oder (selten) erhöhter Futteraufnahme, wobei auch erste intermittierende 
Durchfallepisoden zu beobachten sind (Whitlockand Buergelt, 1996). Blutproben der 
Tiere in diesem Stadium weisen bereits Auffälligkeiten auf und viele der Ausscheider 
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können mittels Kotuntersuchung oder serologischen Tests identifiziert werden (Tiwari 
et al., 2006). Nach 3-4 Monaten geht die Infektion schließlich in das Endstadium über 
(Tiwari et al., 2006). Hier bietet sich dann das oben beschriebene Bild der 
lethargischen, abgemagerten Kühe mit wässrigem Durchfall (Cocito et al., 1994). Am 
Ende einer klinischen Infektion mit MAP steht ausnahmslos immer der Tod des 
Tieres (Eslami et al., 2019). Die wirtschaftlichen Schäden der Paratuberkulose 
entstehen aber nicht nur aus klinisch erkrankten Tieren. Diese bilden nur die 
sprichwörtliche „Spitze des Eisbergs“ (Whitlockand Buergelt, 1996). Auf ein Tier im 
Endstadium der Erkrankung kommen im selben Betrieb in der Regel 4-8 subklinisch 
infizierte Tiere und 10-14 Tiere mit einer stillen Infektion (Whitlockand Buergelt, 
1996). Die wirtschaftlichen Einbußen, die durch die jahrelange verminderte 
Milchleistung und das verzögerte Wachstum dieser Tiere entstehen, sind erheblich 
(Bates et al., 2018; Raizman et al., 2009). Nicht selten werden auch Tiere wegen 
dieser Kriterien ausgemustert und geschlachtet, ohne dass diese Verluste auf das 
Konto der Paratuberkulose geschrieben werden (Tiwari et al., 2006). Deshalb ist die 
Zahl der tatsächlichen Opfer von MAP nur schwer einzuschätzen, was es zurecht zu 
einem „lautloser Killer“ macht. 
2.3 MAP beim Menschen 
2.3.1 Wirtsspektrum 
 
Obwohl hauptsächlich Rinder und andere Wiederkäuer an Paratuberkulose 
erkranken, so sind sie nicht die einzigen Spezies, die von einer MAP-Infektion 
betroffen sein können, auch wenn diese in jenen nicht immer eine Erkrankung 
auslösen muss. So wurde MAP unter anderem in verschiedenen domestizierten und 
wilden Wiederkäuerarten (Rotwild, Dammwild, Mufflons), Mäusen, Dachsen, 
Füchsen, Bären, Kaninchen, Wildschweinen, Ottern und diversen Marderarten 
nachgewiesen (Beard et al., 2001; Kopecna et al., 2008; Waddell et al., 2016a). Auch 
Infektionsversuche an Pferden zeigten eine Empfänglichkeit dieser Spezies für MAP-
Infektionen (Pavlik et al., 2004). Auch wenn die Umbenennung von Mycobacterium 
paratuberculosis zu Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis nicht auf der 
Infektion von Vögeln beruhte, sondern hauptsächlich auf der genetischen 
Verwandtschaft mit Mycobacterium avium subsp. avium (Thorel et al., 1990), konnte 
MAP mittlerweile auch in einigen Vogelarten, wie Spatzen, Möwen, Dohlen oder 
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Staren, nachgewiesen werden (Waddell et al., 2016a). Auch in nichtmenschlichen, 
freilebenden und in Gefangenschaft lebenden Primaten (Bärenmakaken und 
Rhesusmakaken) wurden bereits natürliche Infektionen mit MAP festgestellt sowie 
bei einem im Zoo von Chicago lebenden, erkrankten Mandrill (McClure et al., 1987; 
Singh et al., 2011; Zwick et al., 2002). 
2.3.2 MAP und Morbus Crohn 
 
Noch bevor Burrill Bernard Crohn seine Abhandlung über die regionale Ileitis 
verfasste, die später nach ihm benannt werden sollte (Crohn et al., 1932), fiel dem 
schottischen Chirurgen Thomas Kennedy Dalziel die Ähnlichkeiten der, damals noch 
„chronische intestinale Enteritis“ genannten menschlichen Erkrankung, mit der erst 
kurz zuvor beschriebenen Johneschen Erkrankung des Rindes auf (Dalziel, 1913; 
Johneand Frothingham, 1895). Dalziel gelang es allerdings damals nicht, säurefeste 
Stäbchen im Darm der Patienten nachzuweisen und den Zusammenhang somit zu 
bestätigen. Auch heute noch ist ungeklärt, ob MAP tatsächlich der Erreger der 
inflammatory bowel diseases (IBD) ist, zu denen Morbus Crohn und ulzerative Kolitis 
zählen, ob MAP nur eine Rolle in deren Pathogenese spielt, aber nicht der alleinige 
Auslöser ist, oder aber ob MAP mit deren Entstehung überhaupt nichts zu tun hat. 
Das klinische Bild beider Erkrankungen ähnelt sich sehr, dennoch gibt es auch einige 
Unterschiede: So zeigt Paratuberkulose keine segmentale Lokalisation, ebenso 
fehlen einige der Komplikationen von Morbus Crohn (Fisteln, Fissuren, Blutungen, 
Stenosen, Adhäsionen, Perforationen und Abszessbildung) (Liverani et al., 2014). 
Ein guter Ansatz, um die Kausalität einer Erkrankung durch ein Pathogen zu 
beurteilen, sind Kochs Postulate (Koch, 1882; Loeffler, 1884). Demnach ist ein 
Erreger ursächlich für eine Erkrankung, wenn er in jedem Fall der Erkrankung 
vorhanden ist, wenn er aus dem Patienten isoliert (1) und in Reinkultur angezüchtet 
werden kann (2). Weiterhin muss ein empfänglicher Patient, der mit Erregern aus 
dieser Reinkultur infiziert wird, dieselbe Erkrankung entwickeln wie der ursprüngliche 
Wirt (3), wobei es auch möglich sein muss, die Pathogene aus dem zweiten Wirt 
wieder isolieren zu können (4).  
Zu (1) Nachweis in erkrankten Patienten: 
Bull et al (2003) fanden MAP-DNA in über 90% der untersuchten Darmbiopsien von 
Crohn-Patienten. Untersuchte Biopsien gesunder Kontrollpatienten waren dagegen 
nur in 26% der Fälle positiv (p=0,0002) (Bull et al., 2003). Lebende MAP konnten 
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dabei nur aus 60% der Crohn-Patienten und 9% der Kontrollen kultiviert werden 
(MGIT-Röhrchen, Identifikation durch IS-900 PCR; p=0,0019) (Bull et al., 2003). 
Jeyanathan et al. (2017) untersuchten Paraffinschnitte aus Darmresektionen von 
Crohn-Patienten und Kontrollen. Dabei wurden MAP mikroskopisch in 59% der 
Crohn-Patienten und 14% der Kontrollpatienten nachgewiesen (p=0,002) 
(Jeyanathan et al., 2007). In einer aktuelleren Studie wurde die Assoziation von MAP 
mit IBD mittels verschiedener Assays untersucht und mit alters- und 
geschlechtsspezifischen Kontrollgruppen verglichen. Untersucht wurden Bioptate von 
22 Patienten mit Morbus Crohn und ebensovielen Kontrollpatienten mittels Kultur und 
qPCR (IS900 und F57). Als positiv wurden dabei nur Proben eingestuft, die in allen 
drei Assays positiv waren. Dabei waren die Bioptate von 29% der Morbus Crohn 
Patienten und 0% der Kontrollpatienten positiv, wodurch sich ein signifikanter 
Zusammenhang (p=0,02) ergibt (Timms et al., 2016). Auch aus dem Blut (Naser et 
al., 2004) und sogar der Muttermilch von IBD-Patienten (Naser et al., 2000) wurden 
bereits lebende MAP kultiviert.  
Auch wenn viele Studien den Nachweis von MAP in Patienten mit Morbus Crohn 
beschreiben, kann MAP jedoch längst nicht in allen Patienten nachgewiesen werden.  
Allerdings ist der Nachweis von MAP im Patienten alles andere als einfach und den 
eingesetzten Nachweismethoden mangelt es an Sensitivität und Spezifität (siehe 
Kapitel 2.5). Ferner konnte MAP aber auch im Darm gesunder Menschen 
nachgewiesen werden. Dies könnte nun heißen, dass keine Kausalität, sondern nur 
eine Korrelation von MAP und Morbus Crohn vorliegt, wobei nicht sicher gesagt 
werden kann, ob MAP vermehrt zu Morbus Crohn führt oder ob Crohn-Patienten 
anfälliger für eine Besiedelung mit MAP sind (Liverani et al., 2014). Allerdings löst 
auch Mycobacterium tuberculosis nicht in allen infizierten Patienten eine Erkrankung 
aus. So sind weltweit geschätzte 1,7 Milliarden Menschen infiziert, doch nur in 5-10% 
der Fälle manifestiert sich eine Erkrankung (WHO, 2018). 
Zu (2) Anzucht in Reinkultur: 
Das zweite Postulat hat mittlerweile etwas an Bedeutung verloren, da es in manchen 
Fällen gar nicht erfüllt werden kann. Ein gutes Beispiel dafür ist Mycobacterium 
leprae, bei dem eine Anzucht in Reinkultur technisch gar nicht möglich ist (Guptaand 
Katoch, 1995). Nichtsdestotrotz gilt Mycobacterium leprae allgemein als Erreger der 
Lepra (Monot, 2005). Auch bei viralen Erkrankungen ist eine Anzucht des Erregers in 
der Regel nicht möglich. Zwar ist die Anzucht von MAP nicht unmöglich, jedoch mit 
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einigen Schwierigkeiten verbunden. Erschwerende Faktoren dabei sind zum einen 
das extrem langsame Wachstum von MAP und seine Abhängigkeit von einer 
organischen Eisenquelle (siehe Kapitel 2.1.1). Es wurde zudem beschrieben, dass 
MAP im Menschen teilweise mit veränderter oder ganz ohne Zellwand vorliegen 
kann, wodurch konventionelle Färbemethoden, wie die Ziehl Neelsen-Färbung und 
Phenyl-Auramin-Färbung, fehlschlagen und falsch-negative Ergebnisse liefern 
können (Sechi et al., 2005). Diese Schwierigkeiten führen zu einer verminderten 
Sensitivität der kulturellen Nachweismethoden. Der Nachweis von MAP-DNA mittels 
PCR verspricht weit höhere Sensitivität, jedoch kann damit keine Aussage über die 
Viabilität des Erregers getroffen werden (Butot et al., 2019). Die nachgewiesene DNA 
kann also von lebenden, aber auch von längst eliminierten MAP-Zellen stammen. 
Zu (3) und (4) Reinfektion in einem empfänglichen Wirt und Reisolierung: 
Da Infektionsversuche am Menschen natürlich aus moralischer und ethischer Sicht 
nicht in Frage kommen, gilt für viele Wissenschaftler das dritte Postulat weiterhin als 
nicht erfüllt (Over et al., 2011). Dies kann aber mittels eines Tierversuches 
umgangen werden, da nur von einer „empfänglichen Spezies“ die Rede ist. Van 
Kruiningen et al. infizierten bereits 1986 junge Ziegen mit MAP, die aus einem 
menschlichen Patienten isoliert worden waren. Die infizierten Ziegen erkrankten 
daraufhin an einer granulomatösen Ileitis ähnlich der des menschlichen Patienten 
(Van Kruiningen et al., 1986). Aus diesen Tieren konnte MAP ebenfalls wieder isoliert 
werden. Dadurch können das dritte und vierte Postulat als erfüllt angesehen werden. 
Ein weiteres Argument für die Rolle von MAP in Morbus Crohn ist, dass viele 
Patienten mit einem akuten Schub der Erkrankung Linderung und sogar eine 
Remission nach Behandlung mit antimykobakteriellen Wirkstoffen erfahren (Feller et 
al., 2010). RHB-104, eine vielversprechende Kombination aus Clarithromycin, 
Clofazimin und Rifabutin zeigte eine bakterizide Wirkung auf MAP-Zellen in vitro, 
wobei MAP-Zellen (16 Stämme aus klinischen Isolaten von Patienten mit Morbus 
Crohn) direkt mit RHB104 inkubiert wurden (Alcedo et al., 2016). In einer laufenden 
klinischen Studie zeigten mit RHB-104 behandelte Patienten ebenfalls signifikant 
erhöhte Remissionsraten im Vergleich zur Placebo-Gruppe 
(https://www.empr.com/home/news/drugs-in-the-pipeline/anti-map-therapy-beneficial-
in-phase-3-crohns-disease-trial/; letzter Zugriff 22.08.2019).  
Da MAP deutlich häufiger in Crohn-Patienten nachzuweisen ist als in gesunden 
Kontrollen, ist eine Korrelation nicht umstritten (Robertson et al., 2017). Allerdings 
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spricht der Nachweis von MAP in ebenjenen Kontrollen dafür, dass die Anwesenheit 
von MAP alleine nicht ausreichend ist um eine Erkrankung auszulösen. Ebenfalls ist 
unklar, ob MAP das „primum movens“ der Erkrankung ist oder ob der bereits 
entzündete Darm im Nachhinein vermehrt mit MAP besiedelt wird (Liverani et al., 
2014). Laut dem aktuellen Stand der Wissenschaft ist Morbus Crohn das Ergebnis 
der komplexen Interaktion genetischer, immunologischer und umweltassoziierter 
Faktoren und kann in empfänglichen Patienten durch die Anwesenheit von 
Mikroorganismen getriggert werden (Robertson et al., 2017). Alle dieser Faktoren 
sind notwendig und keiner davon reicht aus, um, alleine betrachtet, die 
Ätiopathogenese zu erklären (Liverani et al., 2014). Eine Rolle von MAP in diesem 
Geschehen kann somit derzeit nicht eindeutig belegt, aber auch nicht 
ausgeschlossen werden. 
 
2.3.3 Beteiligung an anderen Erkrankungen des Menschen 
 
Nicht nur IBD steht im Fokus der MAP-Forscher, auch andere, meist als autoimmun 
eingestufte Erkrankungen des Menschen werden mittlerweile mit MAP in Verbindung 
gebracht. Der zugrundeliegende Gedanke dabei beruht auf der Fähigkeit von MAP 
zur molekularen Mimikry (Garg et al., 2018). Dabei ähneln manche Epitope eines 
Pathogens so sehr körpereigenen Epitopen, dass eine Kreuzreaktivität des 
Immunsystems zwischen dem Pathogen und körpereigenen Zellen entsteht. Diese 
Kreuzreaktivität kann dann zu Krankheitssymptomen führen, die als autoimmun 
bedingt eingestuft werden (Garg et al., 2018). Autoimmunerkrankungen, die bisher 
mit MAP in Verbindung gebracht wurden, sind Typ1 Diabetes (T1D), Hashimoto-
Thyreoiditis (HT), multiple Sklerose (MS), rheumatoide Arthritis (RA) und 
Neuromyelitis optica (Bo et al., 2018; Garvey, 2018; Slavin et al., 2018). 
Autoimmunerkrankungen liegt in den meisten Fällen eine genetische Disposition 
zugrunde, die in Verbindung mit den entsprechenden Umwelteinflüssen (z.B. ein 
Pathogen) zur Ausbildung der Erkrankung führen kann (Kamradt et al., 2005). Die 
Rolle von MAP wird im Zusammenhang mit diesen Krankheiten also weniger als 
Erreger der Erkrankung gesehen, als vielmehr als möglicher triggernder 
Umweltfaktor (Garvey, 2018). Ein gutes Beispiel für eine genetische Disposition ist 
die Mutation des SLC11A1-Gens des Menschen, welches ein Membranprotein auf 
der Oberfläche von Monozyten und Makrophagen codiert (Paccagnini et al., 2009). 
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Menschen mit dieser Mutation sind nicht nur anfälliger für Infektionen mit MAP, 
sondern erkranken auch häufiger an T1D, RA und HT (Paccagnini et al., 2009; Yang 
et al., 2000). Bei allen drei Erkrankungen wurden Kreuzreaktionen des 
Immunsystems mit dem MAP-Protein HSP65 beobachtet, welches 
Sequenzähnlichkeiten mit humanen Hitzeschock-Proteinen und der Glutamat-
Dehydrogenase (GAD) der pankreatischen Inselzellen aufweist (D'Amore et al., 
2010; Dow, 2012; Dowand Sechi, 2011). Ein weiteres wichtiges Ziel von 
Autoantikörpern in T1D und HT ist der Zink Transporter-8 (ZnT8), dieser kommt auf 
β-Zellen des Pankreas sowie auf follikulären und parafollikulären Epithelzellen der 
Schilddrüse vor und ähnelt dem MAP-Protein MAP3865c (Masala et al., 2015; 
Sechiand Dow, 2015).  
In zwei auf Sardinien durchgeführten Studien konnte MAP-DNA im Blut von 63% der 
untersuchten Typ1 Diabetiker (im Vergleich zu 16% bei nicht-Diabetikern) 
nachgewiesen werden sowie ein Zellmembranprotein von MAP im Blut von 47% der 
Patienten mit T1D (verglichen mit 8% bei T2D und 13% bei gesunden Kontrollen) 
(Bitti et al., 2012; Rosu et al., 2009). In einer anderen Studie wurde der Nachweis 
von Antikörpern gegen HSP60 in 70% der untersuchten T1D Patienten beschrieben, 
verglichen mit nur 4% bei gesunden Kontrollen (Rani et al., 2010). 
Sardinien gilt weltweit als Region mit der höchsten Inzidenz an autoimmuner MS, 
wobei MAP DNA (IS900 PCR) dort im Blut von 42% der untersuchten MS-Patienten, 
aber nur in 6,3% der gesunden Kontrollen nachgewiesen wurde (Cossu et al., 2011). 
Ebenso wurden erhöhte Titer an Antikörpern gegen das MAP-Protein HSP-70 in 
sardinischen MS-Patienten beschrieben, welches wiederum dem humanen HSP-70 
ähnelt (Cossu et al., 2013). Auch in japanischen MS-Patienten konnten Antikörper 
gegen Mimikry-Epitope von MAP festgestellt werden (Cossu et al., 2016; Yokoyama 
et al., 2018). 
Lange als eine schwere Verlaufsform von MS gehandelt, wird Neuromyelitis optica 
mittlerweile als eigenständige Erkrankung anerkannt (Zhong et al., 2018). Wie auch 
für MS und andere Autoimmunerkrankungen werden hier mehrere pathogene 
Mikroorganismen (u.a. Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori und das 
Epstein-Barr Virus) als mögliche auslösende Umweltfaktoren in Betracht gezogen 
(Zhong et al., 2018). Eine Studie mit Fokus auf MAP beschreibt erhöhte 
Antikörperbildung gegen ein MAP-Protein mit Ähnlichkeit zum humanen Myelin Basic 
Protein (MBP) und MBP selbst (44% vs. 5% (Kontrollgruppe) bzw. 50% vs. 2% 
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(Kontrollgruppe)) (Bo et al., 2018). Ebenso fanden Slavin et al. (2018) erhöhte 
Antikörpertiter gegen zwei sekretierte Antigene von MAP (Tyrosin-Phosphatase A 
und Proteinkinase G) in den Seren von Patienten mit MS und Neuromyelitis optica 
(Slavin et al., 2018). 
Aber nicht nur Autoimmunerkrankungen werden mit MAP assoziiert, auch diversen 
Arten von Tumoren wird ein Zusammenhang mit MAP zugeschrieben, darunter 
kolorektale Karzinome, ösophageale Adenokarzinome und Glioblastome (Pierce, 
2018a; Pierce, 2018b; Pierce, 2019). Die ersten beiden Annahmen basieren auf der 
Beobachtung, dass MAP im Rind Becherzellhyperplasie auslösen kann 
(Charavaryamath et al., 2013; Khare et al., 2009). Diese ist sowohl eine Vorstufe des 
kolorektalen Karzinoms, als auch eine Komplikation in Patienten mit Barret-
Ösophagus, wo Becherzellen durch eine metaplastische Umwandlung des 
ösophagealen Epithels, meist nach chronischer Refluxkrankheit, entstehen (Pierce, 
2018a; Pierce, 2018b). Die Entartung dieser metaplastischen Becherzellen kann 
dann zur Bildung eines ösophagealen Adenokarzinoms führen (Pierce, 2018a). Laut 
einer Publikation ist MAP in der Lage, auch menschliche Becherzellen zu infizieren 
(Golan et al., 2009). Ebenso stellt das durch die Refluxkrankheit entstandene saure 
Milieu eine gute Nische für eine MAP Infektion dar (Pierce, 2018a). Ein Nachweis von 
MAP in Patienten mit Barret-Ösophagus oder ösophagealem Adenokarzinom wurde 
jedoch bisher nicht beschrieben (Pierce, 2018a). Bei zwei Patienten mit kolorektalem 
Karzinom wurden allerdings histologisch Mykobakterien des MAC als Zufallsbefund 
festgestellt (Pierce, 2018b). 
Die Assoziation von MAP mit Glioblastomen wird hauptsächlich begründet durch die 
erhöhte Anzahl an diffusen Gliomen bei Landwirten, Baseball- und Tennisspielern 
(also Sportlern, die viel direkten Kontakt mit potenziell kontaminiertem Dreck und 
Staub haben) in ländlichen Gebieten mit hohem Anteil an Tierhaltung (Schafe und 
Rinder) und histopathologische Ähnlichkeit der Glioblastome mit MAP-Granulomen 
(Endothelzellproliferation und Bildung von „Pseudopalisaden“) (Pierce, 2019). Alle 
diese Theorien basieren bislang lediglich auf möglichen epidemiologischen und 
histopathologischen Zusammenhängen und wurden bisher nicht durch gezielte 
wissenschaftliche Untersuchungen bestätigt oder bewiesen. 
Die Diskussion um die zoonotische Natur von MAP wird seit über hundert Jahren 
vehement geführt und gleicht einem „hundertjährigen Krieg“ (Sechiand Dow, 2015). 
Auch heute noch sind die Wissenschaftler sich darüber nicht einig (Eslami et al., 
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2019). Es besteht jedoch ein Konsens darüber, dass MAP zumindest in einigen, 
genetisch disponierten Menschen eine Erkrankung auslösen kann und dass deshalb 
die Exposition des Menschen mit MAP möglichst gering gehalten werden sollte 
(Kuenstner et al., 2017).  
 
2.4 Mögliche Übertragungswege 
 
Dank seiner überragenden Tenazität können von infizierten Tieren ausgeschiedene 
MAP-Zellen lange Zeit in Gülle und auf kontaminierten Weiden überleben und 
werden somit oft durch Regenfälle weggespült und gelangen in größere Gewässer 
wie Flüsse oder Seen (Pickup et al., 2005; Pickup et al., 2006; Richardson et al., 
2019). Untersuchungen haben gezeigt, dass MAP in Wasser und in Sedimenten 
mehrere Monate überleben kann (Whittington et al., 2005). Da eine zuverlässige 
Abtötung von MAP durch Dekontaminationsmaßnahmen für Trinkwasser nicht 
gewährleistet werden kann, stellt Trinkwasser eine wichtige mögliche 
Expositionsroute für Mensch und Tier dar (Naser et al., 2014; Shin et al., 2008). Eine 
Möglichkeit der Übertragung von MAP auf den Menschen durch Aerosole in der 
Nähe von Flüssen und in der heimischen Dusche wird ebenfalls vermutet (Rhodes et 
al., 2014). Um einen definitiven Zusammenhang zwischen der Kontamination von 
Gewässern, dem Überleben von MAP im Trinkwasser und Infektionen des Menschen 
herzustellen, sind jedoch weitere Untersuchungen nötig (Garvey, 2018). 
2.4.1 MAP im Lebensmittel  
 
Als Hauptübertragungsweg für MAP auf den Menschen gilt die Aufnahme von 
kontaminierten Lebensmitteln (Waddell et al., 2016b). Hierbei liegt vor allem der 
Fokus auf kontaminierten Milchprodukten, wobei auch Fleisch, besonders das von 
alten Milchkühen, mit MAP belastet sein kann (Gill et al., 2011). Das Fleisch dieser 
Tiere wird besonders für die Herstellung von Wurstwaren verwendet, aufgrund seines 
hohen Gehalts an Myoglobin und Glycogen (Lorencova et al., 2019). Methoden für 
die Herstellung fermentierter Rohwurst (Teewurst) sind nicht ausreichend, um MAP 
zuverlässig abzutöten, weshalb der Konsum fermentierter roher Fleischprodukte 
einen möglichen Übertragungsweg von MAP auf den Menschen darstellt (Lorencova 
et al., 2019). Lebende MAP gelangen hauptsächlich über eine fäkale Kontamination 
der Milch durch mangelnde Melkhygiene in die Milch, aber auch direkte 
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Ausscheidung über die Milch von infizierten Tieren wurde beschrieben (Gerrard et 
al., 2018; Mullan, 2019; Sweeney et al., 1992). Das geschätzte Verhältnis von fäkaler 
Kontamination zu direkter Ausscheidung ist dabei 90% zu 10% (Rani et al., 2019). 
Dabei sind sowohl klinisch erkrankte als auch symptomlose Kühe an der 
Erregerausscheidung beteiligt (Streeter et al., 1995; Sweeney et al., 1992). 
Besonders subklinisch infizierte Tiere stellen ein nicht kalkulierbares Risiko dar, da 
sie mit herkömmlichen diagnostischen Mitteln häufig nicht erkannt werden und somit 
unbemerkt Erreger ausscheiden können (siehe Kapitel 2.2.2). Wie bereits erwähnt, 
können MAP, durch ihre extreme Widerstandsfähigkeit, den Prozess der 
Pasteurisierung überleben, was dazu führt, dass nicht nur Rohmilch, sondern auch 
pasteurisierte Konsummilch lebende MAP enthalten kann (siehe Kapitel 2.1.3). 
Neben Milch können auch Käse oder gefriergetrocknete Milchprodukte MAP 
enthalten. So wurden zum Beispiel bereits lebende MAP in Milchaustauscher für 
Kälber und in Säuglings-Milchpulver nachgewiesen (Botsaris et al., 2016; 
Ikonomopoulos et al., 2005; Khol et al., 2017). Für die Erhaltung der öffentlichen 
Gesundheit ist es daher sinnvoll, die Aufnahme von MAP durch den Menschen durch 
Gewährleistung erregerfreier Lebensmittel zu minimieren (Kuenstner et al., 2017). 
 
2.5 Nachweisverfahren im Lebensmittel 
2.5.1 Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
Der indirekte Nachweis von MAP in Milchproben über die Anwesenheit spezifischer 
Antikörper ist, aufgrund seiner leichten Durchführbarkeit und der kurzen Dauer, ein 
beliebtes Verfahren (Slana et al., 2008). Es wird unter anderem auch verwendet, um 
MAP-Infektionen in Beständen durch routinemäßige Untersuchung von Sammel- und 
Tankmilchproben nachzuweisen (Whittington et al., 2019). Dabei wird vorausgesetzt, 
dass bei einer Belastung der Milch mit MAP auch gleichzeitig große Mengen an 
Antikörpern gegen MAP in der Milch vorhanden sind. Zur Verbesserung der Spezifität 
werden die betreffenden Proben in der Regel mit einem Mycobacterium phlei 
enthaltenden Puffer vorinkubiert, um kreuzreaktive Antikörper zu eliminieren 
(Yokomizo et al., 1985). Die so vorbehandelten Proben werden dann auf mit MAP-
Antigen beschichtete Platten gegeben und die gebundenen Antikörper mittels 
spezifischer enzymgekoppelter Sekundärantikörper detektiert. Ein positives Ergebnis 
wird dann aus der Intensität der Farbreaktion, im Vergleich mit je einem positiven und 
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einem negativen Kontrollstandard, berechnet. Die verwendeten Antigene sind dabei 
wenig standardisiert und bestehen zumeist aus krudem MAP-Zellextrakt, 
Lipoarabinomannan oder Oberflächenproteinen von MAP (Karuppusamy et al., 
2019). Von den derzeit in Deutschland zugelassenen kommerziellen ELISA-Tests 
kam in einer vergleichenden Studie des Friedrich-Löffler-Instituts keiner auf eine 
Sensitivität von über 65%, sowohl in Milch als auch in Serumproben (FLI, 2012). Ein 
Vorteil dieser Methode ist ihre hohe Standardisierbarkeit, verbunden mit geringem 
Kosten- und Arbeitsaufwand (Slana et al., 2008). Gegen ihren Einsatz für die 
Detektion einer MAP-Kontamination in Milch spricht allerdings, dass MAP auch von 
Tieren im subklinischen Stadium der Erkrankung ausgeschieden werden kann, die 
jedoch noch keine humorale Immunantwort gegen MAP ausgebildet haben (Slana et 
al., 2008). Eine Untersuchung von Sammel- oder Tankmilchproben in einem Betrieb 
mit niedriger Prävalenz birgt daher ein hohes Risiko falsch-negativer Ergebnisse 
(Nielsenand Toft, 2014). Auch ein MAP-Eintrag in die Milch über fäkale 
Verunreinigungen kann mit dieser Methode nicht festgestellt werden, da nur 
Antikörper gegen MAP festgestellt werden können und nicht der Erreger selbst. Ein 
positiver Antikörpertest muss ebenso nicht immer gleichbedeutend sein mit dem 
Vorhandensein von MAP, da Antikörperbildung und MAP-Ausscheidung zeitlich nicht 
zwingend assoziiert sind (Begg et al., 2018). 
2.5.2 Kultur 
 
Auch heute noch gilt die kulturelle Anzucht als die Goldstandardmethode, um 
lebende MAP im Lebensmittel nachzuweisen (OIE, 2018). Die Anzucht kann hierbei 
auf verschiedenen festen und flüssigen Nährmedien erfolgen. Die gebräuchlichsten 
davon sind Herold’s Egg Yolk Medium (HEYM), ein auf Eidotter basierendes festes 
Nährmedium und das M7H9 Flüssigmedium (OIE, 2018). Beide Nährmedien müssen 
für die Kultivierung von MAP mit Mycobaktin J substituiert werden (Barclayand 
Ratledge, 1983). Die Bestätigung der Identität erfolgt dabei über die 
Mycobaktinabhängigkeit des Wachstums oder mittels PCR (FLI, 2018). Beim 
Nachweis von MAP im Lebensmittel haben kulturelle Verfahren jedoch mit einigen 
Schwierigkeiten zu kämpfen. So ist durch das extrem langsame Wachstum von MAP 
ein Ausschluss einer MAP-Kontamination in der Regel erst nach bis zu 16 Wochen 
möglich (Cocito et al., 1994), eine Zeitspanne, die für die Diagnostik im Lebensmittel 
nicht annehmbar ist. Eine weitere Hürde ist die ausgeprägte Begleitflora, die in vielen 
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Lebensmitteln und vor allem in Rohmilch vorliegt. Um überhaupt eine Aussage über 
das Vorhandensein von MAP treffen zu können, muss die Überwucherung der 
Nährmedien durch eine vorhergehende Dekontamination der Probe verhindert 
werden (OIE, 2018). Mittel der Wahl ist hierfür Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC), da 
es wenig schädlich für MAP ist und gleichzeitig zuverlässig andere Mikroorganismen 
abtötet (FLI, 2018). Doch auch wenn MAP die Behandlung mit HPC überlebt, senkt 
die chemische Dekontamination die Sensitivität des Nachweisverfahrens beträchtlich 
(Gao et al., 2005). Als Grund dafür wird vermutet, dass die MAP-Zellen subletal 
geschädigt werden und sich dadurch wesentlich schlechter kultivieren lassen (Gao et 
al., 2005; Grantand Rowe, 2004). Die Sensitivität kultureller Methoden ist sehr stark 
vom durchführenden Labor abhängig, weshalb positive Ergebnisse verschiedener 
Labors nur schwer reproduziert werden können (Slana et al., 2008). 
2.5.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
 
Spätestens seit der kompletten Sequenzierung des MAP-Genoms (Li et al., 2005) hat 
sich der Nachweis MAP-spezifischer DNA-Sequenzen zu einem extrem nützlichen 
Werkzeug im Nachweis von MAP und als Bestätigung der Ergebnisse anderer 
Methoden entwickelt (Botsaris et al., 2013; Butot et al., 2019). Die wichtigste und 
gebräuchlichste dieser Sequenzen ist die Insertionssequenz IS900, welche in hoher 
Kopienzahl im MAP-Genom vorkommt (zwischen 16 und 20 Kopien pro MAP-
Genom) (Green et al., 1989; Möbius et al., 2008; Moss et al., 1991). Diese hohe 
Abundanz macht IS900 zum mit Abstand sensitivsten Target für einen PCR-
Nachweis von MAP (Möbius et al., 2008). Diese hohe Sensitivität geht jedoch auf 
Kosten der Spezifität. Mittlerweile ist bekannt, dass IS900 auch in anderen 
Mykobakterien außer MAP vorkommen kann (Englund et al., 2002). Das alternative 
Target F57 ist zwar wesentlich spezifischer, da es ausschließlich im MAP-Genom 
vorkommt, jedoch liegt es dort in nur einer einzigen Kopie vor und kommt daher in 
der PCR nicht an die Sensitivität von IS900 heran (Möbius et al., 2008; Poupart et al., 
1993). Durch seine Natur als sog. single copy target kann F57 in der realtime-PCR 
zur exakten Quantifizierung von MAP verwendet werden, was bei IS900 durch seine 
variable Kopienzahl verhindert wird (Tasaraand Stephan, 2005). Generell stellt der 
molekularbiologische Nachweis von MAP mittels PCR eine schnelle und sensitive 
Methode dar (Mullan, 2019). Doch auch diese Methode ist bei der Anwendung in 
Milch nicht ohne Nachteile. Zum Beispiel behindern in der Milch enthaltene 
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Substanzen wie Fett und Ca2+-Ionen die PCR-Reaktionen und führen so zu 
verminderter Sensitivität (Bickley et al., 1996; Lantz et al., 1994). Der größte Nachteil 
dieser Methode ist aber, dass es mit ihr nicht möglich ist, lebende von toten MAP-
Zellen zu unterscheiden, da rein die Anwesenheit von MAP-Genomen untersucht 
wird (Slana et al., 2008). So kann mittels PCR nicht eingeschätzt werden, ob die bei 
der Untersuchung pasteurisierter Milch gefundenen MAP durch die Behandlung 
abgetötet wurden, vom Immunsystem des Tieres eliminiert wurden oder ob sie noch 
eine Gefahr für den Verbraucher darstellen. 
2.5.4 Phagen Assay 
 
Phagenbasierte Nachweisverfahren für MAP bauen zumeist auf dem 
Funktionsprinzip des ursprünglich für Mycobacterium tuberculosis entwickelten, 
kommerziell erhältlichen FASTPlaqueTB Assays auf (Foddai et al., 2009). Dabei 
werden die in der Probe vorhandenen Mykobakterien künstlich mit dem 
Mykobakteriophagen D29 infiziert. Nachdem dieser in die Bakterienzelle 
aufgenommen wurde, wird die ganze Probe mit einem Viruzid behandelt, um 
überschüssige, extrazelluläre Phagen abzutöten. Die infizierten Mykobakterien 
werden anschließend zusammen mit einem Rasen aus schnellwachsenden 
Mykobakterien (meist Mycobacterium smegmatis) auf einer Platte ausgesät. Nach 
einer gewissen Inkubationszeit platzen die infizierten Bakterienzellen auf und die 
umliegenden Mykobakterien werden infiziert. Dieser Vorgang wiederholt sich, bis 
sichtbare Plaques auf der Platte zu sehen sind, welche dann zur Quantifizierung der 
ursprünglich vorhandenen Zellen ausgezählt werden können (Foddai et al., 2009). 
Da der D29 Phage auch andere Mykobakterien außer MAP infizieren kann, muss 
diese Methode mit einer vorhergehenden spezifischen Voranreicherung der MAP 
mittels magnetischer Separation (Foddaiand Grant, 2017) oder einer Bestätigung der 
Identität der Plaques durch PCR (Botsaris et al., 2013) kombiniert werden, um falsch-
positive Ergebnisse zu vermeiden. Auch unvollständige Abtötung extrazellulärer 
Phagen kann ein Problem darstellen (Botsaris et al., 2013). Demnach ist es 
essentiell, den Assay im betreffenden Labor richtig zu etablieren und zu validieren 
und gute Kontrollen zu installieren (Robertson et al., 2017). Einzig zwei 
Arbeitsgruppen im UK setzen diesen Assay derzeit regelmäßig zu 
Forschungszwecken ein und haben die nötigen Kontrollen dafür etabliert (Mullan, 
2019). 
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2.5.5 Vergleichende Evaluierung der verfügbaren Nachweismethoden  
 
In einer 2019 veröffentlichten Studie wurde das diagnostische Potential der drei oben 
genannten Nachweisverfahren im direkten Vergleich anhand ISO Standards getestet 
(Butot et al., 2019). Dabei wurden je 360 gespikte Milchproben blind in zwei 
verschiedenen Labors untersucht. Verwendete Methoden waren die qPCR, (IS900 
und f57), die Anzucht in Kultur und PMS-Phage (Phagenassay mit vorhergehender 
magnetischer Voranreicherung). Mit Sensitivitäten von 94% (IS900 qPCR), 76% (f57 
qPCR) und 83% (kulturelle Anzucht auf HEYM Agar) schnitten die konventionellen 
Nachweismethoden dabei deutlich besser ab als der Nachweis via PMS-Phage 
Assay (40% Sensitivität). Ein Nebenbefund dieser Studie war auch, dass die 
Sensitivität der PCR deutlich sank, wenn sie in pasteurisierter Milch eingesetzt wurde 
(verglichen mit Rohmilch und Milchpulver). Eine mögliche Erklärung liegt in der 
Bildung von Fett-Mikrotröpfchen während der Erhitzung und Homogenisierung, die 
die DNA-Extraktion und Aufreinigung beeinträchtigen (Butot et al., 2019). Weiterhin 
muss erwähnt werden, dass die in dieser Studie verwendeten Proben künstlich mit 
laboradaptierten Stämmen von MAP kontaminiert wurden, welche im Vorfeld durch 
Filtration entklumpt worden waren. Es ist anzunehmen, dass die Sensitivität der 
Methoden in natürlich kontaminierten Milchproben deutlich geringer ausfallen würde. 
Für eine gute Vergleichbarkeit der Nachweissysteme ist diese hohe 
Standardisierbarkeit der Testbedingungen jedoch zwingend notwendig und sinnvoll.  
Zusammenfassend ist keine der etablierten Methoden für den Nachweis lebender 
MAP in Milch ausreichend sensitiv, um eine MAP-Freiheit des Lebensmittels zu 
garantieren. Daher besteht dringend Bedarf an neuen Nachweismethoden oder der 
Verbesserung bereits bestehender Methoden. 
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2.6 Spezifische Voranreicherung von MAP aus Milch 
 
Der Nachweis von MAP in Milchproben beinhaltet einige Hindernisse. Zwar werden 
MAP von klinisch erkrankten Tieren in großen Mengen ausgeschieden, die 
Erregerausscheidung subklinisch infizierter Tiere ist jedoch weitaus geringer 
(Sweeney et al., 1992). Hinzu kommt der Verdünnungseffekt durch die Milch 
gesunder Tiere, was dazu führt, dass MAP in Tank- oder Sammelmilchproben nur in 
sehr geringen Konzentrationen vorliegt (Slana et al., 2009). Zusätzlich kommt es zu  
einer Minderung der Sensitivität durch die, in Milch sehr ausgeprägte, bakterielle 
Begleitflora und PCR-inhibitorische Substanzen (Bickley et al., 1996; Butot et al., 
2019). Um die Sensitivität der eingesetzten Nachweismethoden zu erhöhen wurden 
daher in den letzten Jahren einige Methoden entwickelt, um MAP spezifisch aus 
Milch voranzureichern. So lässt sich nicht nur die Erregerkonzentration deutlich 
erhöhen, sondern auch störende Substanzen und Begleitflora können entfernt 
werden. 
2.6.1 Immunomagnetische Separation (IMS) 
 
Die Ersten, die den Einsatz immunomagnetischer Separation beim Nachweis von 
MAP beschrieben, waren Grant et al. (Grant et al., 1998). Das Funktionsprinzip dabei 
basiert auf paramagnetischen Partikeln (beads), an welche monoklonale oder 
polyklonale Antikörper gegen MAP gekoppelt werden. Die in der Probe enthaltenen 
MAP binden dann an die beads und können über einen Magneten aus der Probe 
isoliert werden. So können MAP-Zellen spezifisch von der bakteriellen Begleitflora 
und inhibitorischen Substanzen separiert werden, wobei die MAP gleichzeitig in ein 
kleineres Volumen aufgenommen und aufkonzentriert werden können (Husakova et 
al., 2017). Die gebräuchlichste bead-Antikörper-Kombination für IMS sind polyklonale 
anti-MAP-Antikörper aus Kaninchen, die über anti-Kaninchen-IgG Antiköper (aus 
Schafen) an M280 Dynabeads gekoppelt sind (Husakova et al., 2017). Ein Nachteil 
in der Verwendung polyklonaler Antikörper ist deren niedrige Spezifität, die zur 
Mitanreicherung unspezifischer Begleitflora führt (Foddai et al., 2010). Monoklonale 
Antikörper sind generell spezifischer als Polyklonale, jedoch gereicht ihnen diese 
enge Spezifität auch zum Nachteil, da schon minimale Änderungen in der Struktur 
des Epitops (durch Glycosylierung, Denaturierung oder genetischen 
Polymorphismus) ihre Funktion erheblich einschränkt (Lipman et al., 2005). Sie 
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werden deshalb oft in Kombinationen mehrerer Antikörper eingesetzt um eine 
ausreichende Anreicherungseffizienz zu erreichen (O'Brien et al., 2016). 
2.6.2 Peptid-mediierte magnetische Separation (PMS) 
 
Die Peptid-mediierte magnetische Separation stützt sich, im Unterschied zur IMS, 
nicht auf Antikörper, sondern auf spezifisch an MAP bindende Peptide. Die am 
häufigsten eingesetzten Peptide dafür sind aMptD und aMp3 (Husakova et al., 2017). 
Sie wurden per Phagen-Display, mithilfe der Ph.D.-12 Phagenbibliothek identifiziert 
und binden spezifisch an die MAP Oberflächenproteine MptD und Mp3 (Stratmann et 
al., 2004; Stratmann et al., 2002). Ein weiteres MAP-bindendes Peptid (EEA402) 
wurde 2016 von O’Brien et al. identifiziert (O'Brien et al., 2016). Dieses zeigte jedoch 
eine sehr hohe Rate unspezifischer Anreicherung anderer Mykobakterien und sollte 
daher nicht in Kombination mit kulturellen oder phagenbasierten Nachweissystemen 
eingesetzt werden (O'Brien et al., 2016). Ein Vorteil MAP-bindender Peptide, im 
Vergleich zu mono- oder polyklonalen Antikörpern, ist ihr hoher, durch die chemische 
Synthese gewährleisteter, Reinheitsgrad (Stratmann et al., 2006). Eine Spezifität von 
100% kann jedoch auch mit dieser Methode nicht erreicht werden, da bis zu 10% 
unspezifische Anreicherung, durch elektrostatische oder van der Waals 
Wechselwirkungen von Bakterien mit der Oberfläche der Beads, nicht verhindert 
werden kann (Foddai et al., 2010). Durch die enge Spezifität der MAP-bindenden 
Peptide kann die Anreicherung von MAP aber auch negativ beeinträchtigt werden, 
sodass erst durch die Kombination mehrerer Peptide in einem Assay eine 
ausreichend hohe Anreicherungseffizienz erreicht werden kann (Foddai et al., 2010). 
Für den Nachweis von MAP in Milch mittels PMS-Phage Technik wird standardmäßig 
eine 50:50 Mischung aus mit biotinyliertem aMptd und aMp3 gekoppelten MyOne 
Tosylactivated Dynabeads verwendet (O'Brien et al., 2018). Die Biotinylierung dient 
dabei der besseren räumlichen Ausrichtung des Peptids und bewirkt so eine bessere 
Anreicherungseffizienz (Foddai et al., 2010).  
2.6.3 Lektinmediierte magnetische Separation (LMS) 
 
Für den Nachweis von MAP wurde die lektinmediierte magnetische Separation 
unseres Wissens bisher noch nicht eingesetzt, dafür jedoch für eine Reihe anderer 
pathogener Mikroorganismen, wie zum Beispiel Toxoplasma gondii, Hepatitis-A-Virus 
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und Staphylococcus aureus (Bicart-See et al., 2016; Harito et al., 2017a; Harito et al., 
2017b; Ko et al., 2014). 
Im Unterschied zu den bei der PMS verwendeten Peptiden binden Lektine nicht an 
Peptide, sondern an spezifische Oligosaccharide auf der Oberfläche der Erreger 
(Goldstein et al., 1980). Wie vorhergehend beschrieben (siehe Kapitel 2.1.2), 
beinhaltet die äußere Schicht der Mykobakterien aus dem M. avium Komplex 
sogenannte Glycopeptidolipide (GPLs). Diese werden weiter unterteilt in 
serotypspezifische GPLs (ssGPL) und nicht-serotypspezifische GPLs (nsGPL) 
(Busatto et al., 2019). Sie setzen sich zusammen aus einer 
Kohlenhydratkomponente, einer Kernstruktur aus einem Tripeptid-Aminoalkohol und 
einer langkettigen Fettsäure (Brennanand Goren, 1979; Laneelleand Asselineau, 
1968). Für das humane Mannose-bindende Lektin (MBL) wurde bereits eine Bindung 
an Mycobacterium avium subsp. avium beschrieben (Polotsky et al., 1997). 
Allerdings bindet es auch an eine Vielzahl anderer Mikroorganismen (Seiler et al., 
2019) und hat deshalb nicht die nötige Spezifität für eine Voranreicherung von MAP. 
Ebenfalls beschrieben wurde, dass ssGPLs auf Mykobakterien mit 
Mannoserezeptoren auf Makrophagen und mit Toll-Like Rezeptoren interagieren 
können (Horgen et al., 2000). Daraus resultierend stellten wir die Hypothese auf, 
dass Oligosaccharide auf der Oberfläche von MAP auch für andere Lektine als 
Angriffspunkt dienen können. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb die Eignung 
von 36 Pflanzen-Lektinen zur spezifischen Voranreicherung von MAP aus 
Milchproben ermittelt werden. 
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5 DISKUSSION 
 
Der weltweite Milchkonsum ist stetig im Steigen begriffen, Schätzungen zufolge 
werden im Jahr 2019 weltweit pro Kopf etwa 111,3 kg Milch im Jahr konsumiert 
werden (FAO, 2019). Dadurch steigt auch die potentielle Exposition des Menschen 
mit MAP, welche, durch Überleben der Pasteurisierung oder nachträgliche 
Kontamination der pasteurisierten Milch, immer wieder in Konsummilch und daraus 
hergestellten Milchprodukten gefunden werden können (Mullan, 2019; National 
Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods, 2010). Ferner stellt auch 
der gestiegene Konsum unpasteurisierter Rohmilch aus sogenannten 
Milchtankstellen ein Risiko dar, da dadurch die Wahrscheinlichkeit einer Infektion mit 
lebensmittelassoziierten Pathogenen deutlich erhöht wird (BfR, 2016). Solange eine 
mögliche Assoziation von MAP mit Erkrankungen des Menschen nicht 
ausgeschlossen werden kann, ist daher eine Minimierung der Exposition des 
Menschen, unter anderem durch Bereitstellung MAP-freier Lebensmittel, sinnvoll.  
Obwohl klinisch erkrankte Kühe MAP in großen Mengen ausscheiden können, sind 
die Erregerkonzentrationen in großen Sammel- oder Tankmilchproben aus 
industriellen, milchverarbeitenden Betrieben in der Regel sehr klein (Ricchi et al., 
2016; Slana et al., 2009; Sweeney et al., 1992). Aus diesem Grund müssen 
Nachweismethoden für MAP in solchen Milchproben nicht nur schnell und spezifisch 
sein, sondern auch sehr sensitiv. Ferner sollte zwischen lebenden, infektiösen 
Erregern und abgetöteten unterschieden werden können. Zusätzlich stellen die in der 
Milch vorhandene mikrobielle Hintergrundflora sowie Fett und PCR-Inhibitoren 
Herausforderungen für Sensitivität und Spezifität der gewählten Nachweismethode 
dar (Bickley et al., 1996; Gao et al., 2005; Grant et al., 2003; Lantz et al., 1994). Eine 
spezifische Voranreicherung von MAP, bei der sowohl die Erregerkonzentration 
erhöht, als auch inhibitorische Substanzen und Mikroorganismen eliminiert werden, 
ist daher hilfreich und sinnvoll. Ziel dieser Arbeit war es, eine Gruppe von 36 
Pflanzenlektinen auf ihre Bindungseigenschaften gegenüber MAP zu untersuchen 
und zu beurteilen, ob sie für die Entwicklung eines spezifischen 
Voranreicherungssystems geeignet sind. Dabei stellte sich heraus, dass 
Concanavalin A (ConA) und Musa paradisiaca Lektin (BanLec) eine starke Bindung 
mit MAP eingehen können und wenige bis keine unspezifischen Reaktionen mit 
Milchbestandteilen und typischer Milchbegleitflora zeigen. Die Bindung an intakte 
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MAP-Zellen sowie die Zuckerabhängigkeit der Bindung wurde via Immunfluoreszenz 
bestätigt. 
In einem initialen Screening wurde die Bindungseffizienz aller 36 Lektine in einem 
direkten Bindungsassay auf MAP-Lysat vergleichend getestet. Anhand ihrer 
erreichten optischen Dichte (OD) wurden die Lektine daraufhin in vier Gruppen 
unterteilt: Keine/geringe Bindungseffizienz (OD < 1), mittlere Effizienz (OD ≥ 1 und < 
1,5), hohe Effizienz (OD ≥ 1,5 und < 2) und sehr hohe Bindungseffizienz (OD ≥ 2).  
Von allen getesteten Lektinen waren Lens culinaris Agglutinin (LCA), Lycopersicon 
esculentum Lektin (LEL), Musa Paradisiaca Lektin (BanLec) und Concanavalin A 
(ConA) die einzigen mit einer sehr hohen Bindungseffizienz. Auffällig war dabei vor 
allem, dass Lektine mit einer gemischten Affinität für Glucose und Mannose (BanLec, 
ConA, LCA) oder N-Acetylglucosamin-Oligomere (LEL) eine hohe Effizienz 
erreichten, während andere, rein mannosespezifische Lektine, nur wenig effiziente 
Bindungen ausbildeten (HHL, GNL und NPL). Es ist bekannt, dass MAP über 
Mannoserezeptoren mit Makrophagen kommuniziert, zudem sind weitere 
mannosehaltige Strukturen auf der MAP-Oberfläche, wie z.B. ManLAM, beschrieben 
und charakterisiert (Sugden et al., 1987; Sweet et al., 2010). Daher wäre eine 
effizientere Bindung aller mannosespezifischen Lektine zu erwarten gewesen. Die 
Kohlenhydratbindungsregion von Lektinen setzt sich oft aus mehreren 
zuckerbindenden Untereinheiten zusammen, die untereinander eine positive 
Kooperativität ausbilden können, wenn ihre spezifischen Zucker in der richtigen 
räumlichen Konfiguration auftreten. Dies führt zu einer um ein Vielfaches verstärkten 
Bindung (Dos Santos Silva et al., 2019; Rini, 1995). Diese mehrfach verstärkte 
Bindung an spezifische längere Oligosaccharide, im Vergleich zu Mono- und 
Disacchariden, wurde auch für LCA, LEL, BanLec und ConA beschrieben (Debray et 
al., 1981; Nakamura-Tsuruta et al., 2008; Oguri, 2005). Es ist daher wahrscheinlich, 
dass auch hier die Bindung der Lektine mit sehr hoher Bindungseffizienz nicht allein 
auf einzelnen Zuckerresten basiert, sondern dass komplexere Oligosaccharide mit 
spezifischer Sequenz und räumlicher Struktur erkannt werden. 
Den vier Lektinen aus der Gruppe mit sehr hoher Bindungseffizienz wird allen eine 
gemeinsame Affinität für verschiedene Typen von N-Glykanen vom komplexen oder 
Oligomannosetyp zugeschrieben. N-Glykane sind dadurch charakterisiert, dass sie 
über die Aminogruppe von Asparagin („N“ im 1-Buchstabencode) kovalent mit einem 
Protein oder Peptid verbunden sind. Der an Asparagin gebundene Zucker ist immer 
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ein N-Acetylglucosamin (GlcNAc), an welches sich ein weiteres GlcNAc und drei 
Mannoseeinheiten anschließen. Das mittlere der drei Mannosemoleküle ist dabei 
über sein C1-Atom an das GlcNAc gebunden, während es mit den anderen beiden 
Mannoseeinheiten über C3 und C6 verbunden ist. Dadurch ergibt sich die Sequenz 
Man(α1-3) [Man(α1-6)] Man(β1-4) GlcNAc(β1–4) GlcNAc β1–Asn (Stanley et al., 
2015). Je nach weiterer Modifikation der beiden äußeren Mannosemoleküle 
unterscheidet man drei Haupttypen der N-Glykane: Den Oligomannosetyp, den 
komplexen Typ und den Hybrid-Typ. Beim Oligomannosetyp werden beide 
terminalen Mannosemoleküle mit weiteren Mannoseeinheiten erweitert. Beim 
komplexen Typ werden, initiiert durch GlcNAc, sogenannte „Antennen“ gebildet, die 
durch Wiederholungen von N-Acetyllactosamin (LacNAc) verlängert werden können. 
Der Hybrid-Typ kombiniert die Eigenschaften der beiden anderen Typen, indem 
eines der Mannosemoleküle (das (α1-6)-gebundene) mit Mannose erweitert wird, 
während das (α1-3)-gebundene Mannosemolekül über ein bis zwei GlcNAc mit 
Antennen versehen wird (Stanley et al., 2015). 
Das Tomatenlektin LEL zum Beispiel bindet an diverse Untereinheiten des 
komplexen und des Oligomannosetyps, dabei erkennt es in N-Glykanen vom 
komplexen Typ vorwiegend N-Acetyllactosamin (LacNAc), während es in solchen 
vom Oligomannosetyp an die Chitobiose (ein Dimer aus zwei (β1-4) verknüpften 
Glucosamin oder GlcNAc-Einheiten) der Kernstruktur bindet (Oguri, 2005). Bevorzugt 
bindet es jedoch stark verzweigte N-Glykane vom komplexen Typ mit drei oder mehr 
Ästen, wohingegen bi-antennäre Strukturen nur schwach gebunden werden. Das 
Vorhandensein einer drei-Antennen-Struktur scheint daher essentiell für seine 
Bindung zu sein (Oguri, 2005). In unserem Versuch erreichte LEL die dritthöchste 
Bindungseffizienz aller eingesetzten Lektine. Diese hochaffine Bindung deutet auf die 
Anwesenheit solcher tri-antennären komplexen N-Glykane hin. 
ConA und LCA sind stark verwandte Lektine aus der Familie der Leguminosen-
Lektine (Damme et al., 1998). Sie binden beide mit hoher Affinität an die Kernstruktur 
von N-Glykanen vom komplexen Typ – genauer, an die Trimannosestruktur, bei 
welcher die äußeren beiden Mannosereste jeweils mit N-Acetyl-β-Glucosaminresten 
substituiert sind (Debray et al., 1981). ConA erkennt dabei alle drei 
Mannoseeinheiten dieser Kernstruktur, was dazu führt, dass seine Affinität für N-
Glykane weit höher ist als die für reine Mannosereste (Naismithand Field, 1996). Ein 
(α1-6)-verknüpfter Fucoserest in der Nähe der N-glycosidischen Bindung erhöht 
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wiederum stark die Affinität von LCA, jedoch nicht die von ConA (Debray et al., 
1981). LCA bindet präferentiell bi-antennäre Glycopeptide vom N-Acetyllactosamin-
Typ mit Galactoseresten in terminaler, nicht-reduzierender Position, wohingegen es 
nur geringe Affinität für Mannosereste in selbiger Position aufweist (Debrayand 
Montreuil, 1983; Kornfeld et al., 1981). Im Gegensatz dazu wird die Affinität von 
ConA durch einen (α1-6)-verknüpften Mannoserest in terminaler, nicht-reduzierender 
Position (= Hybrid-Typ) noch erhöht, ebenso wie durch die Substitution der beiden 
äußeren (α1-3)- bzw (α1-6)-verknüpften Mannosereste mit vier weiteren (α1-6)-
Manoseeinheiten (= Oligomannosetyp) (Debray et al., 1981). Dadurch übersteigt die 
Affinität von ConA für N-Glykane vom Hybrid- oder Oligomannosetyp die für solche 
vom komplexen Typ (Cummings et al., 2017). Da ConA von allen Lektinen die 
höchste Bindungseffizienz zeigte, wird deutlich, dass neben N-Glykanen vom 
komplexen Typ (für die LEL und LCA hohe Affinität aufweisen) auch solche des 
Hybrid- oder Oligomannosetyps vorliegen müssen. 
Zweitstärkstes Lektin im Screening war das aus der Familie der mannosebindenden 
Jacalin-artigen Lektine (mJRLs) stammende Bananenlektin. BanLec nimmt in dieser 
Familie aufgrund seiner sehr spezifischen Bindungseigenschaften eine 
Sonderstellung ein und bildet eine eigene Untergruppe (Nakamura-Tsuruta et al., 
2008). Es bindet bevorzugt an lange N-Glykane vom Oligomannosetyp (7-9 
Mannoseeinheiten) mit (α1-2)-verknüpfter Mannose. Besondere Affinität bildet es 
dabei für die Struktur Man(α1-2) Man(α1-6) Man(α1-6) Manβ aus, die in N-Glykanen 
des Oligomannosetyps, jedoch nicht des komplexen Typs, vorkommt (Nakamura-
Tsuruta et al., 2008). Einzigartig ist auch seine Vorliebe für interne (α1-3)- und 
terminale (β1-3)-Verknüpfungen am reduzierenden Terminus (Gavrovic-Jankulovic et 
al., 2008). Daher deutet die hocheffiziente Bindung von BanLec an MAP in unserer 
Studie stark auf die Anwesenheit von N-Glykanen des Oligomannosetyps auf MAP 
hin. 
Weitere Aufschlüsse über die Struktur der Oligosaccharidkomponente der erkannten 
Glycopeptide ergeben sich aus der geringen Bindungseffizienz von Pisum sativum 
Agglutinin (PSA). PSA ist ein naher Verwandter von LCA mit nahezu identischer 
Kohlenhydratspezifität. Doch während LCA MAP mit sehr hoher Effizienz bindet, 
wurde PSA im Screening der Gruppe der Lektine mit geringer bis nicht vorhandener 
Bindungseffizienz zugeordnet. Wie LCA bindet es hochaffin an verzweigte N-Glykane 
vom komplexen Typ mit (α1-6)-verknüpfter Fucose am Kernoligosaccharid (Kornfeld 
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et al., 1981). Doch während LCA terminale Galactosereste am nicht-reduzierenden 
Terminus bevorzugt, zieht PSA terminale Mannosereste vor, die wiederum die 
Affinität von LCA senken würden (Debrayand Montreuil, 1983; Kornfeld et al., 1981). 
Zieht man das, zusammen mit der Vorliebe von LEL für einen hohen 
Verzweigungsgrad und LacNAc, in Betracht, kann bei MAP auf die Anwesenheit 
verzweigter, komplexer N-Glykane vom N-Acetyllactosamin-Typ (LacNAc) 
geschlossen werden, bei denen das terminale LacNAc nicht modifiziert ist. Dadurch 
befinden sich Galactosereste in terminaler und nicht-reduzierender Position, was die 
Bindung von LCA verstärkt. Diese Zuckerspezifitäten der Lektine aus der Gruppe mit 
sehr hoher Bindungseffizienz weisen auf die Anwesenheit von N-Glykanen des 
komplexen oder Oligomannosetyps in der äußeren Zellwand von MAP hin. Ein 
solches Vorkommen wurde bereits auf genomischer Ebene vorhergesagt (Rana et 
al., 2014), jedoch unseres Wissens noch nicht auf Proteinebene bewiesen. Unsere 
Ergebnisse bestätigen diese Vorhersage und beweisen somit erstmals das 
Vorkommen N-glycosylierter Glycopeptide auf der äußeren Zellmembran von MAP. 
Ferner beschreiben wir erstmalig eine vergleichende Charakterisierung der 
Bindungseigenschaften einer Vielfalt von Pflanzenlektinen an MAP.  
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Abb. 1: Zuckerspezifität der Lektine aus der Gruppe mit sehr hoher Bindungseffizienz: 
Schematische Darstellung der Bindungspräferenzen der Lektine Lycopersicon esculentum Lektin 
(LEL), Lens culinaris Agglutinin (LCA), Musa paradisiaca Lektin (BanLec) und Concanavalin A (ConA) 
bei der Bindung an N-Glykane vom komplexen, Hybrid- oder Oligomannosetyp. Rot hinterlegt sind die 
jeweils spezifisch gebundenen Zuckereinheiten. LEL bindet vorwiegend an N-Glykane vom komplexen 
Typ mit drei oder mehr Antennen (links) und dort vor allem an LacNac. In N-Glykanen vom 
Oligomannosetyp (rechts) bindet es an die Chitobiose der Kernstruktur. LCA bindet, wie auch ConA, 
an die Trimannosestruktur des Kernoligosaccharids, bevorzugt bei biantennären komplexen N-
Glykanen. Die Bindung wird verstärkt durch (α1-6)-Fucosylierung des GlcNAc im Kern und terminale 
Galactosereste von LacNAc. Banlec erkennt in N-Glykanen vom Oligomannosetyp spezifisch die 
Struktur Man(α1-2) Man(α1-6) Man(α1-6) Manβ. Ebenso hat es eine Präferenz für interne (α1-3)-
Verknüpfungen. Die Bindung von ConA wird bei Glykanen vom Oligomannosetyp (links) durch weitere 
Mannosereste an der Grundstruktur verstärkt. In N-Glykanen vom Hybrid- (Mitte) und komplexen Typ 
(rechts) wird vor allem die Trimannosestruktur spezifisch gebunden.  
 
Da der von uns verwendete direkte Bindungsassay auf MAP-Lysat keine Aussage 
über die Verfügbarkeit der gebundenen Antigene an der Zelloberfläche erlaubt, 
wurde die Bindung an die Oberfläche intakter MAP-Zellen mittels 
Fluoreszenzmikroskopie bestätigt. Verwendet wurden hierbei nur noch Lektine, die 
 Diskussion 
 
 
 
43 
keine starke Kreuzreaktivität mit Kontrollkeimen zeigten und gleichzeitig eine sehr 
hohe Bindungseffizienz im initialen Screening erzielt hatten (LCA, ConA und 
BanLec). Für alle drei Lektine konnte dabei ein positives Ergebnis erzielt werden. Die 
im Vergleich zu LCA und BanLec viel intensivere Fluoreszenz von ConA könnte 
darauf zurückzuführen sein, dass ConA sowohl an komplexe N-Glykane bindet, als 
auch an solche vom Hybrid- oder Oligomannosetyp, während LCA nur den 
komplexen und BanLec nur den Oligomannosetyp bindet. Dadurch ergeben sich für 
ConA deutlich mehr mögliche Bindungsstellen auf der MAP-Oberfläche, wodurch 
auch mehr fluoreszenzmarkierte ConA-Moleküle gebunden werden können. 
Die Bindung von, mit Fluorescein (FITC) markiertem, ConA an Mykobakterien wurde 
bereits früher für Mycobacterium fortituitum und Mycobacterium chelonei 
nachgewiesen (Jackson et al., 1989), wurde aber bisher unserer Kenntnis nach noch 
nicht für MAP gezeigt. Auch die Färbung von MAP mit FITC-LCA und FITC-BanLec 
wurden in dieser Form noch nicht beschrieben. 
Die Definition des Begriffs „Lektin“ nach Goldstein beschreibt Lektine als Proteine 
oder Glycoproteine mit mindestens zwei kohlenhydratbindenden Einheiten, die Zellen 
agglutinieren können und/oder Polysaccharide, Glycopeptide und Glycolipide 
präzipitieren können (Goldstein et al., 1980). Neuere Definitionen sehen Lektine eher 
als Gruppe von (Glyco-)Proteinen mit der Fähigkeit, Kohlenhydrate binden zu 
können. Davon ausgenommen sind zuckerspezifische Immunglobuline, Enzyme, die 
die Struktur des gebundenen Glykans verändern und Transport-/Sensormoleküle für 
freie Mono- bis Oligosaccharide (Gabius et al., 2011). Auch wenn Goldsteins 
Definition nicht mehr ganz zeitgemäß ist, so beschreibt sie doch eine grundlegende 
Eigenschaft vieler Lektine, nämlich die Fähigkeit, Zellen agglutinieren zu können. Als 
Nebenbefund in unserem Versuch war zu beobachten, dass MAP-Zellen in der 
Anwesenheit von ConA eine deutliche Agglutinationstendenz zeigten (Fig. 3). 
Selbiges Phänomen war bei Inkubation mit den beiden anderen Lektinen nicht zu 
beobachten. Die Agglutination von MAP durch ConA ist keine neue Beobachtung. 
Schon 1936 beschrieben Sumner und Howell, dass eine Suspension des 
„Paratuberkulose-Organismus“ in Salzlösung durch Zugabe von ConA agglutiniert 
wird (Sumnerand Howell, 1936). Auch für eine Vielzahl anderer Bakterien ist eine 
Agglutination mit ConA beschrieben (Davidson et al., 1982; Porter et al., 1998; 
Raghu et al., 2017), jedoch übersteigen die in diesen Studien verwendeten 
Lektinkonzentrationen die in unserer Studie eingesetzten um ein Vielfaches. 
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Athamna et al. analysierten 2006 das Agglutinationsverhalten von 18 Mycobacterium 
spp. in Anwesenheit von 23 Pflanzenlektinen. Dabei zeigte ConA mit einer minimalen 
Lektinkonzentration von 1,95µg/ml die mit Abstand niedrigste Minimalkonzentration 
aller getesteten Lektine für die Agglutination von Mycobacterium avium subsp. avium 
und Mycobacterium intracellulare (Athamna et al., 2006). MAP wurde in der 
betreffenden Studie nicht getestet, ebensowenig LCA und BanLec. In unserer Studie 
war eine Agglutination von MAP bereits bei einer Lektinkonzentration von 1µg/ml zu 
beobachten. Dass die mit 1µg/ml bewusst gering gewählte Konzentration der 
eingesetzten fluoreszenzmarkierten Lektine nur zu einer Agglutination der mit ConA 
inkubierten MAP führte und nicht zur Agglutination der mit LCA und BanLec 
inkubierten, kann mehrere Gründe haben: Zum einen wurde im initialen Screening 
schon deutlich, dass die Affinität von ConA für MAP ausgeprägter ist, als die von 
LCA und BanLec. Deshalb könnte für ConA mit 1µg/ml die minimale 
Lektinkonzentration für eine Agglutination bereits überschritten sein, während LCA 
und BanLec erst bei höheren Konzentrationen eine Agglutination herbeiführen 
würden. Um dies zu verifizieren, werden wir in Zukunft die Agglutinationstendenz von 
MAP mit steigender Lektinkonzentration untersuchen. Zum anderen liegt ConA, 
während LCA und BanLec beide als Dimer aufgebaut sind und somit zwei 
Kohlenhyratbindungsstellen besitzen, bei neutralem oder alkalischem pH als 
Tetramer vor. Somit ist die Wahrscheinlichkeit für die Bildung von Quervernetzungen 
unter MAP-Zellen für ConA wesentlich größer als für LCA und BanLec.  
Die Bindung von Lektinen nicht nur an Zucker, sondern auch an hydrophobe Epitope 
ist wohlbekannt (Slifkinand Doyle, 1990). Zur Bestätigung der Zuckerabhängigkeit 
der Bindung der fluoreszenzmarkierten Lektine an MAP wurde deshalb die Inhibition 
der jeweiligen Bindung durch α-D-Mannose untersucht. Die Bindung von LCA an 
MAP konnte durch Inkubation in einer 20%igen (w/v) Mannoselösung fast vollständig 
inhibiert werden (Fig. 4). BanLec wurde in seiner Bindung zu MAP ebenfalls sehr 
stark inhibiert, jedoch waren im Gegensatz zu LCA immer noch vereinzelte 
Bindungen detektierbar. Die Inhibition der ConA-Bindung durch Mannose war wie bei 
LCA und BanLec deutlich sichtbar, jedoch waren im inhibierten Ansatz immer noch 
deutliche Bindungen vorhanden. Die Inhibierbarkeit durch Mannose zeigt, dass die 
Bindung der Lektine hauptsächlich über ihre jeweiligen spezifischen Oligosaccharide 
stattfindet und nicht über unspezifische Oberflächenwechselwirkungen. Die 
Restfluoreszenz im inhibierten Ansatz mit ConA kann mehrere Gründe haben: Zum 
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einen ist, durch die Vielzahl der möglichen Bindungsstellen für ConA, eine größere 
Anzahl von ConA-Molekülen auf der MAP-Oberfläche gebunden als bei LCA und 
BanLec, so dass bei gleicher Inhibierungseffizienz immer noch mehr Restfluoreszenz 
zu beobachten ist. Zum anderen führt die gesteigerte Agglutinationstendenz von 
MAP in der Anwesenheit von ConA zur Bildung von Zellhaufen. 
Fluoreszenzmarkiertes ConA, das im Inneren dieser Aggregate eingeschlossen ist, 
kommt vielleicht gar nicht mit dem inhibierenden Zucker in Kontakt und bleibt deshalb 
gebunden. Letztlich kommt auch eine höhere Affinität von ConA für sein spezifisches 
Ziel-Oligosaccharid als für isolierte Mannosereste in Frage. Dies soll in zukünftigen 
Studien durch Inhibition mit weiteren Zuckern überprüft werden, für die ConA eine 
höhere Affinität zeigt als für reine Mannose (z.B. α-Methyl-Mannopyranosid) bei 
gleichzeitiger mechanischer Auflösung der Zellaggregate (z.B. durch Ultraschall). 
Eine mögliche Inhibition der Lektinbindung könnte in einem Voranreicherungsschritt 
dahingehend genutzt werden, um gebundende MAP (z.B. auf einer 
lektinbeschichteten Säule) wieder zu eluieren.  
 
Die Kohlenhydratfraktion von Milch besteht zum größten Teil aus Lactose (48 g/L), 
freien Oligosacchariden (0,05 g/L) und gebundenen Glykanen und Glycokonjugaten 
(Bode, 2012; Gopaland Gill, 2000). Um unspezifische Reaktionen mit 
Milchbestandteilen auszuschließen, wurden die Lektine mit mittlerer bis sehr hoher 
Bindungseffizienz im direkten Bindungsassay vergleichend auf MAP und drei 
verschiedenen Milcharten getestet. Dabei wurden vier Lektine (JAC, RCA-I, ECL und 
AAL) mit starken unspezifischen Reaktionen mit Milch vom weiteren Verlauf der 
Studie ausgeschlossen (Fig. 1). Keines dieser Lektine teilte die Spezifität für N-
Glykane der vier Lektine aus der Gruppe mit sehr hoher Bindungseffizienz. Jacalin 
bindet ausschließlich an O-Glykane und hat eine Vorliebe für Galactosyl (β1-3) N-
Acetylgalactosamin (Table 1). O-Glykane sind auf fast allen Milchproteinen 
vorhanden, unter anderem auf dem Glykomakropeptid (GMP) des Kappa-Kaseins 
und auf Lactoferrin (O'Riordan et al., 2014). ECL und RCA-I weisen ebenfalls eine 
Spezifität für Galactose, RCA-I sogar für Lactose auf. AAL dagegen bindet spezifisch 
an Fucose, welche (α1-6) mit GlcNAc oder (α1-6) mit LacNAc verknüpft ist (Table 1). 
Generell ist eine Spezifität für Galactose oder Lactose als nachteilig für den Einsatz 
in Milch anzusehen, da die Lactose in der Milch einen Inhibitor der Lektinbindung 
darstellen kann. Von den Lektinen mit sehr hoher Bindungseffizienz für MAP zeigten 
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vor allem LEL und ConA eine leicht erhöhte Affinität für Milchbestandteile (Binding 
Ratio ≥0,5 und <1). Dies mag an ihrer eher breit gefassten Spezifität für mehrere 
Unterarten der N-Glykane liegen, im Gegensatz zu BanLec und LCA, die beide nur 
jeweils eine Unterart binden. N-Glykane kommen in Milch hauptsächlich auf 
Lactoferrin, Immunglobulinen und Bestandteilen der Membran der Milchfetttröpfchen 
(MFGM) vor, jedoch nicht auf dem GMP (O'Riordan et al., 2014). Sie liegen in 
Kuhmilch oft in stark sialylierter Form vor (im Gegensatz zu humaner Milch, wo 
Fucosylierungen überwiegen) (Nwosu et al., 2012). Für Lektine, die wie ConA oder 
LEL hauptsächlich die Kernstrukturen der Glykane binden, ist demnach eine hohe 
Kreuzreaktivität zu erwarten. Überraschenderweise ist die Bindung an 
Milchbestandteile für LEL und ConA zwar leicht erhöht, jedoch immer noch 
bedeutend geringer (ca 50%) als ihre Bindung an MAP (Fig. 1). Im Gegensatz dazu 
zeigten LCA und BanLec keine oder nur geringe Wechselwirkungen mit Milch. Dies 
liegt vermutlich zum einen an ihrer schmäleren Spezifität für verzweigte, fucosylierte 
N-Glykane vom komplexen Typ (LCA) bzw. vom Oligomannosetyp (BanLec) und 
zum anderen am hohen Sialylierungsgrad der Milchglycopeptide, der die Affinität der 
beiden Lektine durch Blockierung der spezifisch gebundenen terminalen Galactose 
(LCA) oder Mannose (BanLec) vermindert. Möglicherweise deshalb band LCA in 
unserem Versuch um ein Vielfaches besser an MAP (Faktor 5) als an Milch und 
BanLec sogar um den Faktor 10 (Fig. 1).  
Die Verwendung verschiedener Milcharten mit unterschiedlichem Fettgehalt 
(Vollmilch, fettarme Milch und Magermilch) schien in den meisten Fällen keine 
Auswirkung auf die Bindungseigenschaften der Lektine an Milchkomponenten zu 
haben. Die Ausnahme bildete RCA-I, dessen Reaktitivät im Versuch mit sinkendem 
Fettgehalt der Milch immer weiter anstieg, was in abgeschwächter Form auch bei 
ECL, LTL und LEL zu beobachten war (Fig. 1). Ein möglicher Grund dafür ist, dass 
mit dem Fettgehalt der Milch auch der Anteil an MFGM-assoziierten Glycopeptiden 
und vor allem Glycolipiden sinkt, da ca. 70% der Glycolipide in Milch mit der MFGM 
assoziiert sind (Newburgand Chaturvedi, 1992). Es besteht die Möglichkeit, dass 
Glycolipide während der Beschichtung nur unvollständig an die Oberfläche der Platte 
adsorbiert werden und im Zuge des Waschens und der Inkubation mit dem Lektin 
abgelöst werden. Wenn das betreffende Lektin eine hohe Affinität für Glycolipide hat, 
kann so seine Bindung an die adsorbierten Milchbestandteile kompetitiv inhibiert 
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werden. Dies würde eine Affinität von RCA-I, ECL, LTL und LEL für Glycolipide 
implizieren.  
Da ein Hauptziel einer spezifischen Voranreicherung aus Milch die Entfernung der 
ausgeprägten mikrobiellen Hintergrundflora der Milch ist, müssen auch unspezifische 
Reaktionen der Lektine mit Milchkeimen ausgeschlossen werden. Nachdem Lektine 
mit starken Wechselwirkungen zu Milchbestandteilen eliminiert worden waren, 
wurden die verbleibenden 12 Lektine deshalb auf Kreuzreaktionen mit 12 
verschiedenen Bakterien getestet, die häufig in Milch vorkommen (Erreger von 
Lebensmittelinfektionen, -intoxikationen und Mastitiden sowie verschiedene Keime 
der Haut- und Darmflora). Sieben der zwölf getesteten Lektine schieden aufgrund 
starker Kreuzreaktivität mit den Kontrollkeimen aus der Studie aus (LTL, PNA, WGA, 
PTL, LEL, PHA-E und PHA-L; Fig. 2 Panels A-G), darunter auch LEL, das im 
Screening die dritthöchste Bindungseffizienz aller getesteten Lektine erreicht hatte. 
Es zeigte fünf starke (Binding ratio ≥1) und vier moderate Kreuzreaktionen (Binding 
ratio ≥0,75) und schied somit als möglicher Kandidat für weitere Versuche aus (Fig. 
2, Panel E). ACL, SBA und LCA zeigten nur starke Kreuzreaktionen mit 
Pseudomonas aeruginosa, jedoch waren insbesondere bei SBA und LCA moderate 
Kreuzreaktionen (Binding Ratio ≥0,75) mit drei und leichte Kreuzreaktionen (Binding 
Ratio ≥0,5) mit sieben (SBA) bzw. fünf (LCA) der anderen Kontrollkeime zu 
beobachten. Ein ähnliches Bild bot sich auch bei ACL, weswegen alle drei Lektine 
nur eingeschränkt für eine spezifische Voranreicherung geeignet sind (Fig. 2, Panel 
H-J). An dieser Stelle möchten wir den Leser darauf hinweisen, dass in Fig. 2 Panel 
C fälschlicherweise statt dem Kreuzreaktivitätsprofil von WGA das von AAL 
abgebildet ist, welches ja bereits wegen seiner starken Bindung an Milchbestandteile 
eliminiert wurde. WGA zeigte zwei starke Kreuzreaktionen mit Staphylococcus 
aureus und Pseudomonas aeruginosa sowie fünf weitere moderate sowie drei leichte 
Kreuzreaktionen und schied deshalb als stark kreuzreaktives Lektin aus der Studie 
aus. 
BanLec reagierte stark mit Pseudomonas aeruginosa (Binding ratio ≥1) und leicht mit 
Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis und Staphylococcus aureus. (Binding Ratio 
≥0,5 und <0,75) kreuz. ConA hingegen zeigte ausschließlich eine leichte 
Kreuzreaktion mit Streptococcus dysgalactiae (Binding Ratio ca. 0,57). 
Eine unspezifische Anreicherung von nicht-MAP Mykobakterien stellt besonders für 
Phagen-Assays eine Gefahr dar, da der verwendete Mykobakteriophage D29 nicht 
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spezifisch für MAP ist, sondern auch andere Mykobakterien infizieren kann 
(Rybniker, 2006). Deshalb wurden auch Kreuzreaktionen der Lektine mit sechs 
weiteren Mykobakterien getestet, darunter drei Mitglieder des MAC (Mycobacterium 
avium subsp. avium, Mycobacterium avium subsp. silvaticum, und Mycobacterium 
intracellulare). 
Die Mykobakterien des MAC stehen in extrem naher Verwandtschaft untereinander 
und sind oft weder morphologisch noch serologisch unterscheidbar (Busatto et al., 
2019). Diese Verwandtschaft wird auch deutlich durch die starke Kreuzreaktivität der 
Lektine zwischen diesen Spezies. Acht der zwölf getesteten Lektine zeigten starke 
Kreuzreaktionen zu Mycobacterium avium subsp. avium und sogar elf von zwölf 
Lektinen mit Mycobacterium avium subsp. silvaticum. Kreuzreaktivität gegenüber 
Mycobacterium intracellulare war weniger stark ausgeprägt, aber immer noch 
deutlich vorhanden (ein Lektin mit starker und sieben mit moderater Kreuzreaktivität). 
Vor allem die Kreuzreaktivität von ConA war in unserer Studie fokussiert auf die 
getesteten Mycobacterium Spezies. Dabei waren vor allem nahe mit MAP verwandte 
Mykobakterien wie Mycobacterium avium subsp. avium, Mycobacterium avium 
subsp. silvaticum, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium asiaticum und 
Mycobacterium scrofulaceum dominierend. Mycobacterium terrae ist, von den hier 
verwendeten Mykobakterien, auf dem phylogenetischen Baum am weitesten vom 
MAC und somit auch MAP entfernt (Tortoli, 2003). Das wird auch deutlich durch die 
im Vergleich zu den anderen getesteten Mykobakterien stark verminderte Bindung 
von ConA an Mycobacterium terrae (Fig. 2, Panel K). Im Gegensatz zu ConA traten 
starke Kreuzreaktionen mit Mykobakterien bei BanLec in unserer Studie nur in 
Verbindung mit Mycobacterium avium subsp. silvaticum, und Mycobacterium 
asiaticum auf (Fig. 2, Panel L), während Mycobacterium avium subsp. avium 
moderate und Mycobacterium intracellulare nur leichte Kreuzreaktionen hervorriefen. 
Die Interaktion von ConA mit pathogenen Mikroorganismen ist gut charakterisiert, 
nicht zuletzt dadurch, dass es eines der am längsten bekannten Lektine überhaupt 
ist (Saleemuddinand Husain, 1991; Sumner, 1919). Goldstein und Misaki (1970) 
führten die Agglutination von Mykobakterien mit ConA auf dessen Bindung an 
terminale D-Arabino-Furanosylreste von Arabinogalactan zurück (Goldsteinand 
Misaki, 1970). Unsere Ergebnisse unterstützen diese These, da deutlich wird, dass 
ConA an ein in Mykobakterien stark konserviertes Oligosaccharid binden muss. 
Abgesehen von mykobakteriellen Zellwandbestandteilen wird ConA außerdem eine 
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Bindung an Teichonsäuren und LPS zugeschrieben, die typische Bestandteile der 
Zellwände grampositiver und gramnegativer Bakterien sind (Archibaldand Coapes, 
1971; Doyleand Birdsell, 1972; Doyle et al., 1968; Goldsteinand Staub, 1970). Diese 
Beobachtung widerspricht nicht unseren Ergebnissen, jedoch wird in unserer Studie 
deutlich, dass die Interaktion von ConA mit Mykobakterien deutlich stärker ist als die 
mit anderen grampositiven und gramnegativen Bakterien. Es ist daher davon 
auszugehen, dass die Bindung von ConA an Teichonsäuren und LPS über die 
Interaktion mit einzelnen Zuckerresten vermittelt ist, wohingegen in Mykobakterien 
offenbar ein komplexeres Oligosaccharid hochaffin gebunden wird. 
BanLec wurde erstmals 1990 von Koshte et al. aus der Banane (Musa paradisiaca) 
isoliert und charakterisiert (Koshte et al., 1990). Deshalb gibt es noch nicht so viele 
detaillierte Beschreibungen seiner Bindung an Mikroorganismen wie bei ConA, 
welches als eines der am längsten bekannten und am besten erforschten Lektine gilt 
(Herman et al., 2019; Saleemuddinand Husain, 1991; Sumner, 1919; Sumnerand 
Howell, 1936). 
Es wurde beschrieben, dass BanLec (aus Musa acuminata) in der Lage ist, an das 
Humane Immundefizienz-Virus (HIV) zu binden und so seinen Zelleintritt zu 
verhindern (Swanson et al., 2010). Außerdem bindet BanLec (Musa acuminata) an 
Mannan in der Zellwand von Hefe (Saccharomyces cerevisiae) (Mo et al., 2001). Für 
rekombinantes BanLec (Musa paradisiaca) wurde eine Bindung an das 
Kapsidprotein des Tabakmosaikvirus und daraus resultierende Verhinderung der 
Infektion beschrieben (Liu et al., 2014). Eine Bindung von BanLec an Mykobakterien 
wurde unserer Kenntnis nach bisher aber nicht beschrieben. Die im Vergleich zu 
ConA weniger stark ausgeprägte Kreuzreaktivität von BanLec mit Mykobakterien 
spricht dafür, dass das von BanLec gebundene Oligosaccharid weniger konserviert 
ist als das von ConA. Alternativ besteht auch die Möglichkeit, dass die von ConA 
erkannte Kernstruktur Teil verschiedener Glycosylierungen sein kann, wogegen die 
Spezifität von BanLec keine solche Variabilität der Zielstruktur erlaubt. Der Prozess 
der N-Glycosylierung in Bakterien wurde erstmals Anfang dieses Jahrhunderts für 
Camphylobacter jejuni beschrieben (Young, 2002). Seitdem wurden auch N-Glykane 
auf einigen weiteren Bakterienspezies, unter anderem bei Helicobacter spp., 
Actinobacillus spp. und Pseudomonas spp., entdeckt (Schäfferand Messner, 2016). 
In unserer Studie zeigten LEL, LCA und BanLec starke Kreuzreaktionen mit 
Pseudomonas aeruginosa und unterstützen somit diese Beobachtungen. Im Falle 
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von ConA war allerdings keine Kreuzreaktivität mit Pseudomonas aeruginosa zu 
beobachten.  
 
Auch wenn Mykobakterien nicht die einzigen Bakterien sind, welche N-
Glycosylierungen ausbilden können, impliziert die bevorzugte Bindung von ConA und 
BanLec an Mykobakterien im Vergleich zu den anderen Kontrollkeimen aber, dass 
die spezifischen Zieloligosaccharide für diese beiden Lektine in Mykobakterien 
entweder mengenmäßig höher abundant sind oder sie in einer Art und Weise 
vorliegen, die die Bindungseffizienz von ConA und BanLec im Vergleich zu den 
Kontrollkeimen erhöht. Dieses Kreuzreaktivitätsprofil macht ConA und BanLec nicht 
nur zu den Lektinen mit der höchsten Bindungseffizienz für MAP, sondern auch zu 
den spezifischsten in dieser Studie. Eine ausschließliche Spezifität für MAP lag 
allerdings nicht vor. Dies kann beim Einsatz dieser Lektine in der Voranreicherung 
von MAP aus Milch zur geringgradigen unspezifischen Mitanreicherung anderer 
Mykobakterien führen, was einen nachfolgenden Nachweis über Kultur oder Phagen-
Assay erschwert. Eine solche geringgradige, unspezifische Anreicherung (ca. 10%) 
ist aber bei allen Anreicherungsmethoden zu erwarten, die auf magnetischen beads 
basieren, da sich Bakterien ungeachtet der spezifischen Bindungsmoleküle über 
elektrostatische oder van der Waals Wechselwirkungen an die Oberfläche der 
magnetischen Beads anlagern können (Foddai et al., 2010). Besonders 
Mykobakterien des MAC sind für Oberflächenanlagerung und Biofilmbildung bekannt 
(Busatto et al., 2019). Über Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen auf der 
Oberfläche der Beads, z.B. durch Magermilchpulver, kann die unspezifische 
Anreicherung zwar reduziert, jedoch nicht ganz verhindert werden und ist außerdem 
mit einer Minderung der Sensitivität verbunden (Foddai et al., 2010). Eine 
Voranreicherung von MAP, egal ob mittels Lektinen oder anderen MAP-bindenden 
Molekülen, wird daher wahrscheinlich nie eine Spezifität von 100% erreichen, 
weshalb diese im nächsten Schritt durch ein spezifisches Nachweissystem 
sichergestellt werden muss. 
Die breitere Spezifität von Lektinen könnte jedoch auch Vorteile bieten: Es ist 
bekannt, dass die Oberflächenstruktur von MAP nicht immer gleich ist. MAP 
beispielsweise, die aus dem Darm von Menschen isoliert wurden, weisen oft keine 
oder stark veränderte Zellwände auf (Chiodini et al., 1986; Schwartz et al., 2000; 
Sechi et al., 2005). Außerdem konnte festgestellt werden, dass MAP, die in Kontakt 
 Diskussion 
 
 
 
51 
mit Milch kommen, die Zusammensetzung ihres Zellwandlipidprofils ändern können 
und mehr zellinvasions-assoziierte Gene exprimieren (Alonso-Hearn et al., 2010). In 
vitro Experimente zeigten, dass MAP einen Monolayer aus MDBK-Zellen in deutlich 
höherer Zahl und in kürzerer Zeit durchqueren konnten, wenn sie vorhergehend in 
Milch inkubiert wurden (Bermudez et al., 2010). Demnach ist es wahrscheinlich, dass 
auch andere Oberflächenantigene (vor allem solche für die Interaktion mit 
Enterozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen) in Milch differentiell exprimiert 
sind. Zuletzt dürfen auch MAP-Endosporen oder in Dormanz befindliche Bakterien 
nicht vergessen werden (Lamont et al., 2012a; Whittington et al., 2004). Diese Vielfalt 
der möglichen Oberflächenkonfigurationen von MAP erschwert den Einsatz von 
hochspezifischen Bindemolekülen für die Anreicherung, da MAP mit veränderter 
Oberfläche möglicherweise nicht immer zuverlässig gebunden werden. Dies wird 
auch dadurch deutlich, dass die etablierte PMS-Methode mit aMptD und aMp3 nur 
durch die Kombination zweier MAP-bindender Moleküle eine ausreichend hohe 
Anreicherungseffizienz erreicht (Foddai et al., 2010). Hierbei könnte sich die breitere 
Spezifität der Lektine als Vorteil erweisen. 
Protokolle für den Nachweis von MAP in Milch beinhalten oft einen 
Zentrifugationsschritt zur initialen Aufkonzentrierung von MAP. Dabei liegen laut 
Grant et al (1998) ca. 69,4% der MAP im Pellet vor und weitere 13% und 17,6% in 
der Rahmschicht und der Molke (Grant et al., 1998). Andere Autoren fanden deutlich 
mehr MAP in der Rahmschicht als im Pellet (Gao et al., 2005). Viele aktuelle 
Protokolle sehen daher ein Poolen von Pellet und Rahmschicht nach der 
Zentrifugation für die weitere Verwendung vor (Butot et al., 2019). MAP, die sich 
möglicherweise in der wässrigen Phase befanden, werden somit verworfen und nicht 
detektiert. Eine vorhergehende Agglutination der MAP durch Zugabe eines Lektins 
könnte den Anteil der im Pellet sedimentierten MAP und dadurch auch die 
Gesamtausbeute erhöhen. Ob sich die erhöhte Agglutinationstendenz von MAP in 
Anwesenheit von ConA für eine erleichterte Voranreicherung von MAP mittels 
Zentrifugation oder magnetischen Beads nutzbar machen lässt, soll in weiteren 
Studien geklärt werden. 
Der Aufbau vieler Lektine als Di- oder Tetramer bietet auch Vorteile für die 
Anwendung in einem Voranreicherungsverfahren, da dadurch eine höhere Abundanz 
an Kohlenhyratbindungsstellen auf der festen Phase (Bead, Säule o.ä.) erreicht 
werden kann. Für die MAP-bindenden Peptide aMptD und aMp3 ist bekannt, dass 
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die räumliche Orientierung ihrer Bindungsstelle eine entscheidende Bedeutung für 
die Effizienz der Anreicherung hat (Foddai et al., 2010).  Durch den oligomerischen 
Aufbau der Lektine ist eine größere Variabilität der räumlichen Ausrichtung der 
Bindungsstellen möglich, was einen positiven Einfluss auf die Bindung an MAP 
haben könnte. 
 
Als Methode für die vergleichende Charakterisierung der Lektinbindung an MAP 
wurde in unserer Studie ein Screening im direkten Bindungsassay auf MAP-Lysat 
gewählt. Dieses Format bringt einige Vor- und Nachteile mit sich: Ein Vorteil dieser 
Lektin-ELISA (ELLecSA) Technik besteht darin, dass alle getesteten Lektine im 
selben Assay im direkten Vergleich getestet werden konnten, ohne 
Interassayvarianzen in Kauf nehmen zu müssen. Dabei kann die Bindungseffizienz 
der einzelnen Lektine durch die Stärke der Farbreaktion und die resultierende 
optische Dichte direkt miteinander verglichen werden. Ein ganz ähnliches Prinzip 
verwendeten zum Beispiel O’Brien et al. (2016), um verschiedene monoklonale 
Antikörper und MAP-bindende Peptide auf ihre Eignung für eine Anreicherung von 
MAP aus Milch zu screenen. Indikativ für eine Bindung an MAP war hierbei ebenfalls 
eine erhöhte optische Dichte (OD > 1). Im Unterschied zu unserem Versuch wurden 
allerdings ganze, bestrahlte MAP-Zellen für die Beschichtung der Platten verwendet 
(„whole cell antigen“, WCA), um eine Bindung an Oberflächenstrukturen der MAP 
sicherzustellen (O'Brien et al., 2016). Diese Herangehensweise bietet zwar den 
Vorteil einer erhaltenen Oberflächenstruktur der MAP-Zellen, jedoch ist eine 
homogene Verteilung der MAP in den einzelnen Dellen und vor allem eine konstante 
MAP-Konzentration in verschiedenen Dellen der Platte nur schwer sicherzustellen, 
da MAP die starke Tendenz zeigt, sich zu Klumpen zusammenzulagern (Kralik et al., 
2012). Das erschwert zum einen die genaue Quantifizierung der eingesetzten MAP-
Zellen (Marquetoux et al., 2019), zum anderen kann eine gleichmäßige Verteilung 
der MAP in der Suspension und folglich auch auf der Platte nicht sichergestellt 
werden. Die Verwendung von Lysat hingegen bietet eine viel homogenere Verteilung 
der Antigene und dadurch eine geringere Intraassay-Varianz und höhere 
Vergleichbarkeit, jedoch auf Kosten einer intakten Oberflächenstruktur. Es kann 
somit in unserem Screening keine Aussage darüber getroffen werden, ob die Lektine 
an Strukturen auf der MAP-Oberfläche oder an intrazelluläre Strukturen binden, 
weshalb eine nachfolgende Bestätigung der Oberflächenspezifität durch 
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Fluoreszenzmikroskopie erfolgen musste. Ebenfalls möglich ist, dass während des 
Lysierens mittels Ultraschall und durch eventuelle denaturierende Eigenschaften des 
Lysepuffers die native Struktur einiger Lektin-Bindungsstellen zerstört wurde. Es ist 
also nicht auszuschließen, dass vereinzelt falsch-negative Ergebnisse entstanden 
sind und manche Lektine höhere Bindungseffizienzen mit intakten MAP-Zellen 
gezeigt hätten. 
Bei der Untersuchung der Kreuzreaktivität der Lektine mit Kontrollkeimen kann durch 
die Verwendung lysierter Bakterien die Beschichtung der Platten auf eine 
Proteinmenge von 5µg/ml für alle getesteten Kontrollkeime normalisiert werden. 
Dadurch ergibt sich eine direkte semiquantitative Vergleichbarkeit der 
Bindungseffizienz der Lektine an die verschiedenen Keime. Reaktionen mit 
Kontrollkeimen konnten so in direkte Relation zu MAP gesetzt werden und als 
relative Bindungsstärke ausgedrückt werden (Fig. 2). Wie bereits erwähnt, wird in 
unserem Assay nicht die Lokalisation der gebundenen Antigene berücksichtigt, 
weshalb diese Ergebnisse nicht uneingeschränkt auf die Bindung von intakten 
Bakterienzellen übertragbar sind. Allerdings ist davon auszugehen, dass ein 
Bakterium, dass in unserer Studie eine geringe relative Bindungsstärke im Vergleich 
zu MAP aufweist, auch unter anderen Bedingungen schlechter gebunden wird. Das 
vergleichende Screening auf Kreuzreaktionen im ELISA gab uns die Möglichkeit, 
eine Vielzahl von Lektinen auf Kreuzreaktionen mit einer weiten Palette von 
Kontrollkeimen zu testen und dadurch stark kreuzreaktive Lektine zu eliminieren. Die 
Kreuzreaktivität der Lektine, die am Ende als Kandidaten für eine Anreicherung von 
MAP ausgewählt wurden, muss in weiteren Studien unter den Bedingungen des 
geplanten Einsatzes (intakte Bakterienzellen in Milch) weiter charakterisiert werden. 
Auch für die Identifizierung von monoklonalen Antikörpern und Peptidbindern für die 
Anreicherung von MAP wird standardmäßig die Kreuzreaktivität mit anderen 
Mykobakterien und Milchflora getestet, jedoch erfolgt dies meistens über die 
Quantifizierung unspezifischer Anreicherung dieser Bakterien im fertigen 
magnetischen Separationsassay (Foddai et al., 2010; O'Brien et al., 2016). Dabei 
können Unsicherheitsfaktoren wie Kultivierbarkeit und Klumpung der Mykobakterien 
oder unspezifische Anreicherung durch Bindung der Bakterien an die Oberfläche der 
Beads eine genaue Aussage über die Art der unspezifischen Reaktionen mit den 
Kontrollkeimen erschweren. Steward et al. (2012) beschreibt einen kompetitiven 
ELISA für die Beurteilung von Kreuzreaktionen von generierten Antikörpern und 
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Peptid-Bindemolekülen (Stewart et al., 2012). Dabei werden die zu untersuchenden 
Bakterien in Suspension in mit WCA oder EEA (mit Ethanol extrahierte 
Membranantigene) beschichtete Dellen auf der Platte gegeben und dann die 
Abschwächung der Bindung an das Zielantigen im Vergleich zu Dellen ohne 
Bakterien beurteilt. Aber auch hier kann eine Zusammenlagerung der zu testenden 
Mykobakterien, durch die damit einhergehende Verringerung der Oberfläche der 
Bakterien, fälschlicherweise den Eindruck nicht vorhandener oder gering 
ausgeprägter Kreuzreaktivität erwecken. 
Weitere Herangehensweisen für die Charakterisierung von Lektinen für den Einsatz 
in einer spezifischen Voranreicherung anderer Mikroorganismen stützen sich auf die 
makroskopische Beurteilung der Agglutination des betreffenden Keims durch die 
Lektine oder Anfärbung mit fluoreszenzmarkierten Lektinen (Harito et al., 2016; 
Raghu et al., 2017). Da native MAP-Zellen schon per se eine Tendenz zur 
Autoagglutination aufweisen (Kralik et al., 2012), kann eine auf Agglutination 
basierende Methode bei MAP nur schwer angewandt werden. Außerdem sind die 
Ergebnisse dieser Methoden oft schwer reproduzierbar und können nicht ohne 
weiteres semiquantitativ miteinander verglichen werden. Ebenso ist eine 
Charakterisierung mittels Fluoreszenz schwer und hauptsächlich subjektiv 
quantifizierbar, weshalb sie in unserer Studie nur zur Bestätigung der Bindung an 
intakte MAP-Zellen eingesetzt wurde. 
Ein weiterer Vorteil der Verwendung von MAP-Lysat ist auch die direkte 
Vergleichbarkeit mit anderen Substanzen wie zum Beispiel Milchproteinen. Bei der 
Verwendung von WCA wird die Beschichtung der einzelnen Dellen anhand der 
eingesetzten Zellzahl pro ml standardisiert (O'Brien et al., 2016), wohingegen in 
unserem Assay eine genormte Proteinkonzentration verwendet wurde (5µg/ml). 
Somit ist der direkte Vergleich mit einer äquivalenten Menge an Milchproteinen 
leichter als bei der Verwendung intakter MAP-Zellen. Die inhibitorischen 
Auswirkungen löslicher Kohlenhydrate wie Lactose oder freier Oligosaccharide 
konnten in diesem Assay allerdings nicht beurteilt werden, da diese während der 
Beschichtung der Platte nicht adsorbiert werden. Das heißt, obwohl ein Lektin in 
diesem Assay keine gesteigerte Reaktivität mit den adsorbierten Milchbestandteilen 
aufwies, kann dennoch beim Einsatz in Milch eine Kreuzreaktion mit löslichen 
Kohlenhydraten (z.B. Lactose) auftreten, die in unserem Assay nicht detektiert 
werden konnte. Unser Assay diente vor allem dazu, die Auswahl an Lektinen 
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einzuengen, indem Lektine aussortiert wurden, die definitiv Kreuzreaktionen mit Milch 
zeigen würden. Spätere starke Kreuzreaktionen mit Lactose sind für LEL, LCA, 
BanLec und ConA also nicht definitiv auszuschließen, jedoch weißt keines dieser 
Lektine eine Spezifität für Lactose auf, weshalb dies wenig wahrscheinlich ist.  
In unserer Studie wurde ein stark laboradaptierter MAP-Stamm verwendet. Dies bot 
den Vorteil, dass wir auf diese Weise schnell eine große Zahl Lektine unter 
standardisierten Bedingungen testen konnten. Für weitere Studien, in denen die 
Anreicherung von MAP mittels der in dieser Studie identifizierten Kandidaten ConA 
und BanLec untersucht werden soll, müssen selbstverständlich auch andere MAP-
Stämme mit einbezogen werden, sowie Versuche, sowohl mit artifiziell, als auch mit 
natürlich kontaminierter Milch durchgeführt werden. Hierfür stehen uns bereits 
Milchproben von infizierten Kühen aus einem Bestand mit Paratuberkulose zur 
Verfügung. Außerdem werden wir die Bindung der Lektine an MAP, die 
verschiedenen Stressoren ausgesetzt wurden, fluoreszenzmikroskopisch testen, um 
festzustellen, ob eine dadurch eventuell veränderte Oberflächenzusammensetzung 
die Bindung der Lektine beeinflusst. 
 
Insgesamt 36 Lektine wurden in unserer Studie auf ihre Bindungseigenschaften 
bezüglich MAP, Milch und milchassoziierter Bakterien und Mykobakterien getestet. 
Davon schieden 20 im initialen Screening aufgrund unzureichender 
Bindungseffizienz aus. Vier der verbliebenen Lektine zeigten unspezifische 
Reaktionen mit Milchbestandteilen und wurden deshalb im zweiten Versuch 
eliminiert. Hohe Kreuzreaktivität mit Milchkeimen und Mykobakterien im dritten 
Versuch waren der Grund für das Ausscheiden sieben weiterer Lektine. Von den fünf 
verbliebenen wurden schließlich die drei Lektine mit der höchsten Bindungseffizienz 
(LCA, ConA und BanLec) als Kandidaten für die Entwicklung eines 
Voranreicherungsverfahrens für MAP aus Milch ausgewählt und ihre Bindung an 
intakte MAP-Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie bestätigt. 
LCA ist von den drei Kandidaten das Lektin mit der niedrigsten Bindungseffizienz, 
außerdem zeigte es mit zwei starken (Binding ratio ≥1) und sechs moderaten 
Kreuzreaktionen (Binding ratio ≥0,75) deutlich mehr Kreuzreaktivität als ConA und 
BanLec (Fig. 2, Panel J) und ist somit deutlich weniger für den Einsatz als MAP 
bindendes Molekül in einer Voranreicherung geeignet. ConA erreichte im initialen 
Screening die höchste Bindungseffizienz aller getesteten Lektine. Bis auf 
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Kreuzreaktionen mit fünf der sechs eingesetzten Mykobakterien zeigte es mit keinem 
weiteren getesteten Kontrollkeim eine Reaktion, die seine Bindung an MAP übertrifft 
(Binding ratio ≥1) oder ihr gleichkommt (Binding ratio ≥0,75). Jedoch waren leichte 
unspezifische Reaktionen mit Milchbestandteilen zu beobachten (Binding ratio ca. 
0,5). Dies könnte zu Einschränkungen seiner Einsetzbarkeit in Milch führen, was wir 
in weiteren Studien näher untersuchen werden. Im Gegensatz dazu war die Bindung 
von BanLec an MAP zehnmal höher als seine Reaktion mit Milchbestandteilen 
(Binding ratio ca. 0,1). Zudem besitzt es von den drei Kandidaten die am wenigsten 
ausgeprägte Kreuzreaktivität mit drei starken und einer moderaten Kreuzreaktion. Im 
Screening war BanLec nach ConA das Lektin mit der zweithöchsten 
Bindungseffizienz. Diese starke Bindung an MAP, gepaart mit seiner hohen Spezifität 
und geringen Bindung an Milchbestandteile, machen BanLec zu einem 
vielversprechenden Kandidaten für weitere Untersuchungen und letztendlich die 
Entwicklung eines spezifischen Voranreicherungsverfahrens. 
Wir sehen in der Verwendung von Lektinen für die spezifische Voranreicherung von 
MAP aus Milch große Chancen und Vorteile: Unsere Studie hat ergeben, dass die 
Lektine ConA und BanLec eine starke Bindung mit MAP eingehen können und dass 
diese Bindung nicht oder wenig von der komplexen Matrix Milch beeinträchtigt wird. 
Die Spezifität der Lektine, die etwas breiter gefasst ist als die beispielsweise von 
monoklonalen Antikörpern oder MAP-bindenden Proteinen, kann vorteilhaft sein im 
Hinblick auf die Varibilität der Oberfläche von MAP in Milch. Sie wird aber vermutlich 
auch zu einer geringen unspezifischen Anreicherung von Begleitflora führen, die 
allerdings auch mit keiner anderen bisher etablierten Methode verhindert werden 
kann (Foddai et al., 2010). Durch auf diese Weise mitangereicherte Mikroorganismen 
kann die Performance von kulturellen und phagenbasierten Nachweisverfahren 
beeinträchtigt werden. Für den molekularbiologischen Nachweis von MAP mittels 
PCR ist eine hundertprozentige Spezifität der Anreicherung jedoch nicht essentiell. 
Somit könnte eine Kombination von lektinmediierter Voranreicherung und PCR eine 
deutliche Verbesserung der Sensitivität zur Folge haben. 
In Zukunft werden wir die Eignung von ConA und BanLec für die Voranreicherung 
von MAP noch weiter charakterisieren. Dazu wurden bereits erste Versuche mit 
biotinyliertem ConA und BanLec, gekoppelt an MyOne Strepatvidin T1 beads 
(ThermoFisher), gemacht. Wir konnten bisher bereits Anreicherungseffizienzen für 
MAP in PBS-T von bis zu 90% (BanLec) erreichen (nicht publizierte Daten). Die 
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unspezifische Anreicherung anderer Mykobakterien in PBS-T lag bei 27% 
(Mycobacterium avium subsp. avium) und 44% (Mycobacterium avium subsp. 
silvaticum). Darauf aufbauend sollen noch weitere Versuche in Milch folgen sowie die 
Bestimmung der unspezifischen Anreicherung anderer lebender Kontrollkeime in 
Milch. Auch Versuche bezüglich Anreicherung aus natürlich infizierter Milch und 
Agglutination von MAP mit Lektinen in verschiedenen Konzentrationen sind geplant, 
ebenso wie das Screening weiterer Mannose/Glucose-spezifischer Lektine wie 
BanLec aus Musa acuminata und das erst kürzlich beschriebene und noch nicht 
kommerziell erhältliche Litchi-Lektin (Litchi chinensis) (Bose et al., 2016). 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, der Erreger der Paratuberkulose oder 
Johneschen Erkrankung beim Wiederkäuer steht seit langer Zeit in Verdacht an der 
Entstehung von Erkrankungen des Menschen wie Morbus Crohn und ulzerativer 
Colitis beteiligt zu sein. Vor allem der Konsum von Milch stellt eine mögliche 
Übertragungsroute auf den Menschen dar, da MAP, durch seine außergewöhnliche 
Widerstandsfähigkeit, den Prozess der Pasteurisierung überleben kann. Daher ist es 
notwendig, MAP in Milch schnell, sensitiv und spezifisch nachweisen zu können.  
Ziel dieser Arbeit war es, 36 Pflanzenlektine auf ihre Eignung im Rahmen einer 
spezifischen Voranreicherung von MAP aus Milchproben zu testen um somit 
Sensitivität und Spezifität der etablierten Nachweismethoden zu verbessern. 
Die Lektine wurden im direkten Bindungsassay auf MAP-Lysat auf ihre 
Bindungseffizienz bezüglich MAP getestet sowie bezüglich Kreuzreaktionen mit 
Milchbestandteilen, mikrobieller Milchflora und mit nicht-MAP Mykobakterien. Die 
Bindung an intakte MAP-Zellen, sowie die Zuckerabhängigkeit der Bindung wurde 
mittels Fluoreszenzmikroskopie und Mannose-vermittelter Inhibition der Fluoreszenz 
bestätigt. 
Vier der 36 Lektine banden MAP mit sehr hoher Bindungseffizienz, sechs mit hoher 
und weitere sechs mit mittlerer Bindungseffizienz. Von diesen 16 Kandidaten wurden 
vier aufgrund hoher Kreuzreaktivität mit Milch und sieben aufgrund hoher 
Kreuzreaktivität mit Milchkeimen und Mykobakterien eliminiert. Aus der Gruppe der 
verbliebenen fünf Lektine wurden Lens culinaris Agglutinin (LCA), Concanavalin A 
(ConA) und Musa paradisiaca Lektin (BanLec) als mögliche Kandidaten für eine 
Anreicherung identifiziert und ihre Bindung an intakte MAP-Zellen mittels 
Fluoreszenzmikroskopie bestätigt. 
ConA und BanLec, zwei Lektine mit einer Spezifität für N-Glykane vom komplexen 
oder vom Oligomannosetyp, wurden als die vielversprechendsten Kandidaten für 
eine spezifische Voranreicherung von MAP ausgewählt. Beide Lektine banden MAP 
im Screening mit sehr hoher Effizienz und zeigten auch bei der 
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zuverlässige Bindung an intakte MAP-
Zellen, die durch Inkubation mit 20% α-D-Mannose inhibiert werden konnte. Diese 
Ergebnisse weisen auf die Anwesenheit von N-Glykosylierungen vom komplexen und 
vom Oligomannosetyp auf der MAP-Oberfläche hin. Bei der Untersuchung auf 
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Kreuzreaktionen mit Milchbestandteilen zeigten beide Lektine höhere Affinität für 
MAP als für Milchbestandteile (Faktor 2 bei ConA und Faktor 10 bei BanLec). Für 
ConA konnten keine Kreuzreaktionen mit Milchflora festgestellt werden, dafür zeigte 
es aber starke Kreuzreaktionen mit den meisten der getesteten Mykobakterien, 
insbesondere Mycobacterium avium subsp. avium und Mycobacterium avium subsp. 
silvaticum. Zusätzlich führte die Inkubation intakter MAP-Zellen mit ConA zu einer 
deutlichen Agglutination von MAP. BanLec kreuzreagierte hingegen nur stark mit 
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium avium subsp. silvaticum und 
Mycobacterium asiaticum. Aufgrund dieser Kreuzreaktivität muss bei ConA und 
BanLec mit minimaler unspezifischer Anreicherung von nicht-MAP Mykobakterien 
gerechnet werden. Diese unspezifische Anreicherung ist jedoch auch für alle 
anderen Anreicherungsmethoden unvermeidbar, aufgrund von unspezifischen 
Wechselwirkungen von Mikroorganismen mit der festen Phase, auf der die MAP-
bindenden Moleküle eingesetzt werden. 
Unseren Ergebnissen zufolge, könnten ConA und BanLec gut für die Entwicklung 
eines Voranreicherungsverfahrens von MAP aus Milch geeignet sein. Die 
Anwendbarkeit eines solchen Bead-basierten Anreicherungsverfahrens mit ConA 
und BanLec sowie Nachweisgrenzen und Spezifität sollen in weiteren Studien 
untersucht werden. 
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7 SUMMARY 
 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), the causative agent of 
paratuberculosis or Johne’s Disease, has long been suspected for being involved in 
the development of human morbidity, especially Crohn’s disease and ulcerative 
Colitis. Since MAP is able to survive pasteurization due to its extraordinary tenacity, 
milk consumption in particular represents a possible route of transmission to humans. 
Thus, fast, sensitive and specific detection of MAP in milk is necessary. 
The goal of the presented study was the evaluation of 36 plant lectins for their 
suitability in a specific pre-enrichment of MAP from milk samples, in order to increase 
the sensitivity and specificity of established detection methods. 
Lectins were tested for their binding efficiency towards MAP and their cross reactivity 
with milk components, milk microbiota and with non-MAP mycobacteria in a direct 
binding assay on lysed MAP. Binding to intact MAP cells as well as sugar 
dependency of respective binding was confirmed via fluorescent microscopy and 
mannose-mediated inhibition of fluorescence. 
Four of the 36 lectins were found to bind MAP with very high efficiency, six with high 
efficiency and another six with medium efficiency. From those 16 candidates, four 
were eliminated due to high cross reactivity with milk components and seven due to 
high cross reactivity with milk microbiota and non-MAP mycobacteria. From the 
remaining group of five lectins, Lens culinaris agglutinin (LCA), Concanavalin A 
(ConA) and Musa paradisiaca lectin (BanLec) were selected as possible enrichment 
candidates and their binding to intact MAP cells was evaluated via fluorescent 
microscopy.  
ConA and BanLec, two lectins with a specificity for complex or oligomannose-type N-
glycans, were selected as the most promising candidates for specific enrichment of 
MAP from milk. Both lectins showed very high binding efficiency in the initial 
screening and reliably bound to intact MAP cells as observed by fluorescent 
microscopy. Additionally, incubation with a 20% solution of α-D-Mannose led to 
inhibition of respective binding. These results suggest the existence of complex or 
oligomannose-type N-glycosylations on the surface of MAP cells. When tested for 
cross reactivity with milk components, both lectins expressed higher affinity for MAP 
than for milk (ConA twofold and BanLec tenfold). No cross reactions with milk 
microbiota could be observed for ConA. However, it expressed strong cross-reactivity 
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towards most of the tested mycobacteria, especially Mycobacterium avium subsp. 
avium and Mycobacterium avium subsp. silvaticum. Additionally, after incubation of 
intact MAP cells with ConA, distinct agglutination was observed. BanLec on the other 
hand only showed strong cross reactions with Pseudomonas aeruginosa, 
Mycobacterium avium subsp. silvaticum and Mycobacterium asiaticum. Due to this 
cross-reactivity, minimal non-specific recovery of non-MAP mycobacteria has to be 
expected for both ConA and BanLec. This non-specific recovery however, is equally 
inevitable for every other enrichment method, due to non-specific surface interactions 
between microbiota and the solid phase on which the detection molecules are 
employed. 
Our results suggest that ConA and BanLec could be well suited for the development 
of a pre-enrichment method for MAP from milk. Applicability of such a bead based 
enrichment method, as well as its specificity and detection limits will be assessed in 
future studies. 
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